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Hijo de Javier Caroca y Maria Céceres, soy el menor de 5 hermanos. La mayor parte de
mi vida se ha desarrollado en un pequefio pueblo llamado Guacarhue, ubicado a 33 Km.
al suroeste de Rancagua. Fue en la tinica escuela de esta localidad, en la que aprendi a
leer y escribir mis primeras palabras. En el par de afios que me eduqué en este lugar,
conoci amistades que atn perduran y espero que lo sigan haciendo. Mas tarde, mis
padres decidieron enviarme al Centro Educacional Asuncién ubicado en la ciudad de
Rengo. En este colegio estuve gran parte de la educacion basica y la ensefianza media
completa. Debido a que se trataba de un colegio bastante chico, tuve compafieros que se
repitieron durante los 10 afios que duré mi estadia en ese lugar. Eso explica por que con
algunos de ellos mantengo contacto a pesar del tiempo y la distancia. Un buen
rendimiento durante la ensefianza media y un alto puntaje en la PAA, me permitieron
ingresar a la carrera que precisamente ahora estoy culminando. Acostumbrado a la
tranquilidad de mi pequefio y hermoso pueblo, no me fue fécil ni agradable adaptarme a
la nueva realidad que me planteaba el vivir en la capital. Sin embargo, con el tiempo
aprendi cosas, conoci gente y recorri lugares que justifican plenamente el haber pasado
estos ultimos 7 afios en medio del ajetreo tipico de la cuidad.

Al leer esta pequefia referencia de mi persona, soy conciente de que he quemado varias
etapas a lo largo de mi existencia. Cada una de ellas me ha ensefiado como afrontar los
nuevos desafios que la vida me plantea. Hoy termino una etapa que creo ha sido muy
enriquecedora para mi, tanto del punto de vista académico como personal. En este
momento no sé que habrd mas adelante, sin embargo, siento que con optimismo y
esfuerzo (y a veces un poco de suerte) es posible obtener nuevas satisfacciones
personales y para nuestros seres queridos...
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RESUMEN

Chile es un importante exportador de duraznos y nectarines hacia el hemisferio norte.
Las frutas exportadas desarrollan desordenes fisiologicos al momento de la maduracién
los cuales estdn asociados al “dafio por frio”. Estos problemas tienen relacién con el
tratamiento a 4 °C al que son sometidos los frutos durante todo el proceso de transporte
que se realiza por via maritima. Dentro del proyecto de “Genlémica Funcional en
Nectarines” se generé una cantidad considerable de informacion relacionada con
cambios en la expresion génica en frutos de durazno, cuando son sometidos a bajas
temperaturas. Con el objetivo de indagar en la regulacién de la expresion génica frente al
frio, en el presente trabajo se realizaron anélisis enfocados a identificar si en frutos de
durazno se conserva la via regulada por factores de transcripcion DREB1/CBF. Este fipo
de via esta presente en varias especies vegetales y resulta ser clave en la generacién de
una respuesta al frio.

En la base de datos de unigenes de frutos de durazno, se identificé un ortélogo para
genes de la familia DREB1/CBF al cual se le denomind PpCBF. La expresion de este
gen se detectd principalmente en frutos expuestos al frio. PpCBF presenté una alta
identidad de secuencia con orfélogos de Arabidopsis y otras especies de plantas,
especialmente en la region que define el dominio de unién a DNA, AP2. La expresion
ectépica de PpCBF en Arabidopsis provocd activacién en la expresién de genes del
regulén CBF (es el nombre que recibe el grupo de genes que responde a DREB1/CBF)
de esta planta, indicando la conservacion funcional del ortdlogo identificado en frutos de

durazno.




Se identificaron 38 posibles ortologos para genes del regulén CBF de Arabidopsis en la
base de datos de unigenes de frutos de durazno. Algunos de ellos aumentan su expresion
frente al tratamiento con frio, como se demostré por medio de analisis de expresion
digital y RT-qPCR. El promotor de uno de estos posibles ort6logos del regulén CBF
identificados en durazno, se utiliz6 para evaluar la funcionalidad de PpCBF en fritos de
durazno. PpCBF fue capaz de activar el promotor recién mencionado en ensayos de
transformacion transiente.

En la presente tesis se identific6 un gen que participa en la regulacién de la expresion
génica en frutos de durazno expuestos a fiio. Este gen representa un candidato para el
cual estudiar sn participacién en la ocurrencia del dafio por frio o bien planear otra

estrategia biotecnolégica para dar solucién a este problema.




ABSTRACT

Chile is an important exporter of peaches and nectarines toward the northern
hemisphere. These exported fruits often develop physiological disorders during the
ripening which are associated with “chilling injury”. These problems are related with the
storage of the fruits at 4 °C during transport. The “Genémica Funcional en Nectarines™
project has generated a considerable quantity of information related with changes in
gene expression in peaches fruits subjected to low temperatures. With the aim of
investigating cold regulated gene expression in peaches, this thesis, is focused on
identifying the conserved pathway regulated by the transcription factor DREB1/CBF in
peaches. This pathway is present in several plant species and is important in the
generation of the cold response.

In the peach unigenes database, an ortholog of DREB1/CBF gene family was identified
and named PpCBF. The expression of this gene was detected mainly in cold-treated
fruits. PpCBF presents a high sequence identity with DREB1/CBF orthologs of
Arabidopsis and other plants species, especially in the DNA binding domain, AP2. The
ectopic expression of PpCBF in Arabidopsis plants causes the activation of expression
of genes in the CBF regulon (the name of the group of genes that respond to
DREB1/CBF), indicating the functional conservation of the ortholog identified in peach.
In the peach unigenes database, 38 putative orthologs for members of the Arabidopsis
CBF regulon were identified. Some of these genes increased their expression in response
to cold, as was demostrated with digital expression analysis and RT-qPCR. The

promoter of one putative ortholog of a member of the CBF regulon identified in peach




was used to evaluate PpCBF functionality in peach fruits. PpCBF showed the capacity to
activate this promoter in transient transformation assays.
In the present thesis, a gene that participates in cold regulated gene expresion in peach

was identified. This gene represents a candidate gene to study its participation in chilling

injury or to plan other biotechnological strategies to solve this problem.




1.- INTRODUCCION
Chile es uno de los principales proveedores de carozos a nivel mundial, de manera que
es el mayor oferente en el hemisferio sur de duraznos y nectarines (Prunus persica;

segiin la ODEPA, www.odepa.gob.cl). Lo que favorece esta gran oferta desde nuestro

pais son las buenas condiciones agronomicas y de clima, junto con el hecho que las
plantas de duraznos y nectarines son perecibles, de manera que existe la posibilidad de
generar exportaciones a mercados en contra-estacion. Es por eso que desde nuestro pais
se exportan grandes volimenes de frutas a mercados tales como Estados Unidos, Asia y
algunos paises europeos. El transporte de las frutas se lleva a cabo por via maritima y
demora por lo menos 15 dias en llegar a su destino en el hemisferio norte. Para evitar la
sobremaduracién y senescencia de la fruta, el transporte se realiza en contenedores
refrigerados, de manera que la fruta se mantiene a 4 °C durante todo el trayecto. Esto
trae problemas en la posterior maduracién del fruto ya que experimenta un desorden
fisiologico que se conoce genéricamente como “dafio por frio”. La principal
caracteristica de este desorden fisiolégico es la textura harinosa del fruto (Lill y col,
1989), la cual disminuye notablemente la calidad de la fruta y por ende existe un rechazo
de parte del consumidor.

Con el objetivo de acumular informacién que permita explicar el proceso de la
harinosidad, se ha desarrollado el proyecto de “Genomica funcional en Nectarines”. En
este proyecto se generd informacion referente a los cambios en la expresién génica y
acumulacién de proteinas en 4 estadios de post-cosecha de frutos de Prunus persica: E1,
frutos de “packing” o empaque (frutos de cosecha recién procesados. Estos frutos han

sido expuestos al frio por un periodo corto de tiempo); E2, frutos salidos de empaque




mas 4 dias a 20 °C (frutos maduros y jugosos); E3, frutos salidos de empaque y
almacenados por 21 dias a 4 °C (empaque + 4 °C) y E4, frutos salidos de empaque,
almacenados por 21 dias a 4 °C mds cuatro dfas a 20 °C (frutos maduros y harinosos).
Este modelo experimental estd disefiado de tal manera que permite identificar las
diferencias en expresién génica y acumulacién de proteinas en frutos de durazno
expuestos o no a la cadena de frio de 21 dfas.

Desde el punto de vista de los cambios de expresién génica, se logré generar grandes
cantidades de informacién por medio de macroarreglos de DNA y secuenciacién de
ESTs (Expressed Sequence Tags ¢ secuencias parciales de ¢cDNA). Se observé que
varios genes cambian sus niveles de expresién frente al tratamiento con frio, sin
embargo, cabe preguntarse ;Estardn algunos de estos genes respondiendo a un factor de
transcripcién en comin? En el trabajo realizado en esta tesis se pretende indagar sobre
esta pregunta.

El estrés por frio ha sido bastante estudiado en las plantas, ya que este causa pérdidas a
nivel agronémico, asi como también limita la distribucién geogrifica de ciertas especies
vegetales. Se ha logrado dilucidar que existirfa més de una via por la que las plantas
podrian responder ante un tratamiento de bajas temperaturas. Ejemplo de clio son
mutantes de Arabidopsis como esk! y sff4 que son mis y menos tolerantes al frio con
respecto a plantas silvestres, respectivamente (McKown y col, 1996; Warren y col,
1996; Xin y Browse, 1998). En Arabidopsis también se han identificado factores de
transcripcién como HOS9 y ZAT12 que participan de manera independiente en la

regulacién de la expresion génica en respuesta al frio (Fowler y Thomashow, 2002; Zhu

y col, 2004). De las vias identificadas, una que ha demostrado ser clave es aquellaenla




que participa la familia de factores de transcripcion DREB1/CBF (DRE Binding Factor
1/CRT Binding Factor). En Arabidopsis thaliana esta familia estd compuesta de tres
genes (CBF1/DREB1b, CBF2/DREBlc y CBF3/DREBla), que se encuentran
organizados en tindem en el cromosoma 4 (Gilmour y col, 1998; Medina y col, 1999).
Estos tres genes aumentan rapidamente su expresion frente a las bajas temperaturas y sus
transcritos se han observado en varios érganos, tales como hojas, tallos y raices (Medina
¥ col, 1999) Los tres miembros de la familia DREB1/CBF presentan una alta homologia
y codifican proteinas que poseen un dominio de unién a DNA tipo AP2 (Stockinger y
col, 1997; Gilmour y col, 1998). Probablemente es por esta alta homologia que la
funcién de CBF1 CBF2 y CBF3 muestra ser redundante en plantas de Arabidopsis que
los sobreexpresan (Gilmour y col, 2004).

Los factores de transcripcién DREB1/CBF reconocen motivos DRE/CRT (Dehydration
Responsive Element/C-Repeat) en ¢l promotor de sus genes blanco. Estos se
caracterizan por tener la secuencia CCGAC (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994;
Baker y col, 1994; Stockinger y col, 1997; Figura 1). Ejemplos de genes blanco de
DREBI1/CBF son los genes Cor (Cold regulated), que corresponden a un gtupo de
genes constituido prinicipalmente por deshidrinas, Las deshidrinas son polipeptidos cuya
funcién est asociada con la proteccién de membranas y proteinas frente al estrés hidrico
(Thomashow, 1998; Thomashow, 1999)

Experimentos de sobreexpresion de CBF1 en Arabidopsis realizados por Jaglo-Ottosen
y col (1998), demostraron que CBF1 inducfa la expresion de algunos genes Cor, estos

son: Cor6.6, Corl5a, Cor47 y Cor78. Posteriormente con el advenimiento de técnicas

que permiten analizar la expresién génica a gran escala como lo son los microarreglos de




DNA y AFLP, se logré determinar que el nGmero de genes blanco de los CBFs es
bastante amplio (Fowler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004; Maruyama y col,
2004; Vogel y col, 2005). En términos numéricos, se ha observado que el grupo de
genes que responden al fifo y a la sobreexpresién de alguno de los CBF corresponde a
131 genes (123 aumentan su expresién y 8 la disminuyen). A este grupo de genes se le
conoce como el “regulén CBF”.

Los genes del regulén CBF estin involucrados en variadas funciones celulares tales
como: el metabolismo de azicares, lipidos y aminodcidos, asi como también en
procesamiento de protefnas, transcripcién, metabolismo de pared celular, respuesta a
estrés etc. (Fowler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004; Maruyama y col, 2004;
Vogel y col, 2005;). En conjunto estos genes confieren la tolerancia a las bajas
temperaturas en Arabidopsis. Sin embargo existen varios genes para los cuales se
desconoce su contribucién para lograr este objetivo.

La via regulada por la familia DREB1/CBF resulta clave para la generacién de una
respuesta frente a las bajas temperaturas, En el caso de Arabidopsis, se ha observado que
plantas que sobreexpresan alguno de los tres miembros de la familia, logran sobrevivir al
tratamiento a temperaturas menores a 0 °C sin una aclimatacién previa (la aclimatacién
es el proceso por el cual las plantas pueden tolerar temperaturas congelantes, luego de
haber sido expuestas a temperaturas bajas pero no congelantes (Thomashow, 1999).
Estas plantas transgénicas muestran un metaboloma que es similar al de plantas
gilvestres aclimatadas at frio, de manera que esio reafirma la importancia de estos
factores de transcripcion en la generacién de una respuesta frente a este estrés abidtico

(Gilmour y col, 2000).




Induccién de la expresién de
DREB1/CBF

DREB1/
CBF

Genes Blanco

Promotor con
motivos DRE/CRT

Aclimatacién y resistencia al frio

Figura 1: Representacion esquematica de la regulacion transcripcional ejercida por CBF,
El factor de transcripcion CBF aumenta rapidamente su nivel de transcrito en respuesta al frio.
Una vez que se acumula CBF, es capaz de reconocer un motivo en cis en los promotores de sus
genes blanco. Este motivo en cis es el que se denomina DRE/CRT y esta constituido por una
secuencia consenso de 5 bases (CCGAC). Los genes rio abajo de CBF estan involucrados en
multiples procesos celulares (algunos de ellos estan indicados en 6valos amarillos) que en
conjunto confieren a la planta la capacidad de responder al frio (Jaglo y col, 1998; Maruyama y
col, 2004; Vogel y col, 2005).

La via regulada por los CBFs ha sido descrita principalmente en la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Sin embargo, se han encontrado ortélogos para este factor de
transcripcion en otras especies vegetales. Ejemplos de ellos son rdabano, trigo, centeno
(Jaglo y col, 2001), avena (Brautigam y col, 2005), tomate (Zhang y col, 2004), arroz
(Dubouzet y col, 2003) y eucaliptus (Kayal y col, 2006). En todos estos casos se han
observado ortologos de la famila DREB1/CBF cuya expresion se induce con el frio. En

el caso del Arroz se ha observado que la expresion de OsDREBla (Oryza sativa

DREBI1a) en Arabidopsis, induce la expresion de genes del regulén CBF en plantas no




expuestas al fifo y aumenta ia tolerancia al frio (Dubouzet y col, 2003). De esta forma se
logré determinar que el factor de transcripcion de arroz es funcional en Arabidopsis.
Ademds, existen evidencias de que plantas de arroz que sobreexpresan OsDREBla,
pueden tolerar las bajas temperaturas sin previa aclimatacidn (fto y col, 2006).

Resultados similares se han obtenido en plantas de rdbano que sobreexpresan sus

propios genes ortdlogos de DREBI/SBF (Savitch y col, 2005).

Prunus persica (nectarin) es una planta que se puede aclimatar a las bajas temperaturas,
y esta aclimatacién se ha relacionado con la expresion de gemes que presentan
homologia con proteinas de la familia de las deshidrinas (Arora y Wisniewski, 1994). En
el regulén CBF que se ha descrito para Arabidopsis, existen genes que codifican para
deshidrinas, como lo son CorlSa, Cor78, Xero2 enire otros. Por otra parte, en un
miembro de la familia de las Rosaceas como lo es el cerezo (Prunus avium), se ha
deserito la existencia de un ortélogo de DREB1/CBF, gue confiere resistencia al frio en
plantas de Arabidopsis que lo expresan (Kitashiba y col, 2004). Surge entonces la
pregunta. ;Existirdn en Prunus persica ortdlogos de DREBI/CBF que regulen la
expresién de genes que responden al fifo? En este trabajo se pretende responder a esta
interrogante, enfocandose principalmente en los cambios de expresién génica observada
en frutos de Prunus persica expuestos a bajas temperaturas.

Biisquedas en las secuencias generadas dentro de nuestro proyecto, indican la existencia
de posibles factores de transcripcibn DREBI/CBF. Ademds, el aislamiento y
secuenciacion del promotor de una posible deshidrina de durazno que aumenta su

expresidn en respuesta a frio (de acuerdo a los andlisis de expresion digital), muestran Ia

existencia de motivos de tipo DRE/CRT (Tittarelli y cols, no publicado). Estas




evidencias sugieren que una via como la regulada por CBF podria estar conservada
también en el fruto de durazno. Para evaluar esta hipdtesis, en esta tesis se clon6é un
posible gen ortélogo de DREB1/CBF (PpCaf: Prunus persica CBF) y se expresd en
Arabidopsis. Las plantas de Arabidopsis transformadas para expresar ectépicamente
PpChf mostraron una alta expresion de genes pertenecientes al regulén CBF comparadas
con plantas silvestres. Por otra parte, se realizaron analisis de tipo bioinformdtico que
permitieron identificar posibles genes ortélogos del regulén CBF de Arabidopsis en las
secuencias de durazno generadas dentro del proyecto. Por medio de RT-gPCR se logrd
determinar que algunos de ellos responden al tratamiento con frio. Finalmente, se
determiné que PpCBF es capaz de trans-activar a un promotor que posee motivos

DRE/CRT, en ensayos de co-infiltracién en frutos de durazno.
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2.-HIPOTESIS
En frutos de Prunus persica existe un gen ortélogo de DREB1/CBF de Arabidopsis

thaliana, que regula Ia expresion de genes que resporden al frio.

3.-0OBJETIVOS
3.1.- Objetivo General
Identificar un gen ortdlogo de DREBI/CBF de Arabidopsis thaliana en frutos Prunus

persica y analizar su funcionalidad en ambas especies.

3.2.- Objetivos especificos

1.- Identificacién y anélisis bioinformético de un posible gen que codifica un factor de
transcripcién DREB1/CBF en Prunus persica (PpCBF).

2.~ Analizar la funcionalidad de PpCBF usando Arabidopsis thaliana como sistema
heterdlogo.

3.- Buisqueda de posibles genes ortélogos del reguién CBF en secuencias de unigenes de
frutos de Prunus persica.

4.- Andlisis de expresion de posibles genes ortélogos del regulén CBF mediante RT-
qPCR.

5.- Determinar la funcionatidad del posible PpCBF sobre un promotor de Prunus persica
con motivos DRE/CRT, mediante ensayos dé trans-activacion realizados en frutos de

esta especie.
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4.-MATERIALES Y METODOS

4.1.- Generaciéon de la base de datos de unigenes de frutos de Prunus persica
utilizada en la presente tesis

En esta tesis se trabajé con secuencias de ESTs provenientes de 4 genotecas de cDNA,
generados a partir de RNA proveniente de mesocarpo de frutos de Prunus persica de la
variedad O’Henry. Estas genotecas corresponden a frutos de 4 estadios de postcosecha:
El, frutos de “packing” o empaque (frutos de cosecha recién procesados); E2, frutos
salidos de empaque més 4 dias a 20 °C (frutos maduros y jugosos); E3, frutos salidos de
empaque y almacenados por 21 dias a 4 °C (empaque + 4 °C) y E4, frutos salidos de
empaque, almacenados por 21 dias a 4 °C mds cuatro dias a 20 °C (frutos maduros y
harinosos).

Para construir estas genotecas, en nuestro laboratorio se extrajo RNA de 10 frutos de
cada estadio (Meisel y col., 2005) y se generd pooles de RNA para cada uno de ellos,
mezclando cantidades equivalentes de RNA de cada fruto. El aislamiento del mRNA, la
construccion de las genotecas y la secuenciacién de los ESTs, fueron realizados por la

empresa Agencourt Bioscience Corporation (www.agencourt.com; USA).

Las secuencias obtenidas fueron procesadas de manera que se elimin6 aquellas de mala
calidad y se enmascaré y elimind secuencias provenientes del vector donde estin
clonadas. Con esto se obtuvo un total de 45.519 ESTs de buena calidad de al menos 100
pb (valor Phred Q > 20; Ewing y Green, 1998). Para determinar si algunas de estas
secuencias pertenecen a un mismo gen, se llevé a cabo un agrupamiento de estas usando
el programa de ensamble de secuencias CAP3 con los pardmetros 95/60, es decir, 95 %

de identidad y un minimo de 60 pb de alineamiento. Como resultado se obtuvo un total
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de 4.169 contigs los cuales estan constituidos por 38.858 ESTs. El resto de ESTs que no
ensamblaron con ninguna otra secuencia se denominan singletons y corresponden a
6.661 ESTs. Sumando el nimero de contigs y singletons tenemos un total de 10.830
unigenes (6 genes unicos). El procesamiento de secuencias fue trabajo realizado por la
unidad de bioinformdtica existente dentro del proyecto de Gendémica Funcional en
Nectarines.

Los analisis de expresion digital basados en la abundancia de ESTs que componen a
cada contig, se realizé con el método descrito por Audic y Claverie (1997). Este trabajo
fue realizado por Andrés Tittarelli en el desarrollo de su tesis de pregrado (Titarelli y
col, no publicado). En el presente trabajo se utilizo esta informacién para observar el

perfil de expresion de los unigenes que resultaron de interés.

4.2 Identificacién y andlisis de secuencia de PpCBF

Usando la base de datos de unigenes disponible dentro del proyecto de Gendmica
Funcional en Nectarines, se hizo una busqueda de posibles ortdlogo de CBF1, CBF2 y
CBF3 mediante tBlastN. La prediccién del marco de lectura abierto (ORF) dentro del
unigen que representa el posible gen ortélogo de CBF en Prunus persica, se realiz6 con

herramientas disponibles en el servidor de proteémica EXPASY (www.expasy.org). La

prediccion de secuencia aminodcidica y estructuras secundarias dentro de ella se realiz6
con herramientas disponibles en el servidor ya mencionado. El posible ortologo

identificado, fue alineado con la familia DREB1/CBF de Arabidopsis y con ortologos de

otras especies vegetales usando ClustalX.
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4.3.-Clonamiento de PpCBF en vector para expresiin en plantas
4.3.1.-Clonamiento de PpCBF en el vector pENTR*™/D-TOPO

El PpCBF se clon6 usando el sistema “pENTR™ Directional TOPO Cloning”
(Iavitrogen, N° de cat. 45-0219). Los partidores usados para amplificar ¢l marco de
lectura abierto de PpCBF fueron F-LM228 (5’
CACCATggACATgTTCTCCgCTCAgCT 3% y R-LM229 &3
TCAgATAgAgAAACTCCATAATTTggCATC 3°). La secuencia CACC destacada en
el pariidor F-LM228 es requerida por el sistema de clonamiento utilizado. El
amplificado que tiene un tamafio de 693 pb fue obtenido en una reaccidén con los
siguientes componentes: Tampén de reacciébn, MgSQ; 2 mM, dNTPs 0,2 mM,
0,25 mM de cada partidor, 0,75 U de PfuTurbo® y como templado se usé una dilucién
1:500 de un vector pDNR-1r que tiene clonado el ¢cDNA de PpCBF (El vector fue
obtenido de una genoteca de cDNA generada en el Proyecto de Gendmica Funcional en
Nectarines), Las condiciones de la reaccién de PCR fueron una denaturacién iniciat de
95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 58 °C por 30 s y 72 °C por 2
min, con una extension final de 10 min a 72 °C.

El producto de PCR se mezcl6 con el vector pENTR en proporcidn aproximada de 3:1,
esto se dejo incubar durante 30 min a temperatura ambiente v luego se transformé E.

coli como se describe en Ia seccidn 4.3.2.
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4.3.2.-Transformacién de E. coli de alta competencia con el constructo pENTR-
PpCBF

Para transformar se usaron “One Shot® Competent E coli” (Invitrogen) que
corresponden a cepas DH5a que presentan una alta competencia. Se tomd 2 pl de la
mezcla de amplicon PpCBF con vector pENTR descrita en la seccion 4.3.1, y se
deposité en un tubo con 100 pl de células competentes. La transformacion se llevo
cabo como se describe en el manual de usuario del kit “pENTR™ Directional TOPO
Cloning”, La seleccién fue realizada en placas con medio LB sélido suplementado con
kanamicina. Aquellas colonias que lograron crecer fueron inoculadas en medio LB
liquido con kanamicina y se les aislé el vector por medio de una minipreparacion de
DNA plasmidial (seccién 4.12). Los vectores aislados fueron chequeados por digestion
con las enzimas EcoRV y HindIIl de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
clones positivos fueron denominados pENTR-PpCBF y uno de ellos fue confirmado por

secuenciacion,

4.33.- Recombinacién entre los vectores pENTR-PpCBF y pGWB2: sistema
Gateway.

La recombinacion entre el vector de entrada pENTR-PpCBF y el vector de destinacion
pGWB2 se realizé con la enzima LR clonasa de Invitrogen (Gateway ®LR clonase™
enzime mix. N° de catalogo 11791-019). Ei vector de destinacién pGWB2 corresponde a
un vector binario que permite la expresién ectdpica del gen clonado, debido a que este

queda fusionado rio abajo del promotor CaMV35S (Este vector file donado por el Dr. T.
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Nakagawa de la Universidad de Shimane, Japén). La recombinacién y posterior
transformacién de E.coli se llevé a cabo siguiendo el procedimiento sugerido por el
fabricante, La seleccién de bacterias transformantes se realizé en placas de medio LB
con higromicina (50 pg/ml) y kanamicina (100 pg/ml). Para buscar las transformantes
que tienen el vector pGWB2-PpCBF se realizaron minipreparaciones de DNA (seccidn

4.12) y digestiones con la enzima HindIIl.

4.3.4.- Transformacién de Agrobacterium fumefaciens con el vector pGWB2-
PpCBF

Se mezclaron 10 pl DNA plasmidial obtenido por medio de una Midiprep (seccién 4.13)
con 100 pt de células competentes de la cepa GV3101 previamente descongeladas en
hielo. La mezcla se congeld en nitrégeno liquido durante 5 minutos, luego de lo cual fue
incubada durante 25 min a 37 °C. Pasado este tiempo se agregd medio LB suplementado
con gentamicina (100 pg/ml) y rifampicina (10 pg/ml) (para la seleccién de la cepa
bacteriana) y se dejé crecer la bacteria durante 3 h a 28 °C. Luego se sediment6 las
bacterias por centrifugacion y se plaquearon en medio LB sélido suplementado con los
antibidticos para seleccion de cepa ademés de kanamicina (100 pg/ml) para seleccién
del vector. Las bacterias se dejaron crecer durante 2 dias a 28 °C, que corresponde al

tiempo suficiente para que las colonias se hicieran visibles a simple vista.
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_ 4.4.- Transformacién de Arabidopsis thaliana por ¢l métode de floral dip

El método de floral dip descrito por Clogh y Bent (1998), se aplicé de la manera
siguiente: Se crecieron bacterias de 4. tumefaciens de la cepa GV3101 transformadas
con ¢l vector pGWB2-PpCBF hasta una densidad 6ptica entre 0,6 y 0,8. Estas bacterias
fueron sedimentadas por centrifugacién durante 10 min a 4.000 g y luego resuspendidas
en el medio de infiltracién (sacarosa 5 %, Silwett L-77 0,05 %) en un volumen
equivalente al que fueron crecidas. El tejido aéreo de plantas de Arabidopsis crecidas
durante 6 semanas (presentaban un nimero bajo de silicuas) fue sumergido en esta
resuspension durante 6-10 s, luego de lo cual estas plantas fueron depositadas de manera
horizontal en bandsjas, las cuales se mantuvieron en oscuridad por toda la moche.
Pasado este periodo, las plantas se pusieron en orientacién vertical y se dejaron en una

camara de cultivo hasta la obtencién de silicuas maduras y secas.

4.5.- Seleccién de Arabidopsis transgénicas

Las semillas de las plantas transformadas se esterilizaron y fueron sembradas en placas
de medio MS suplementado con kanamicina (100 pg/mL; seccion 4.11.2). Al cabo de
una semana se analizd aquellas plantas que son capaces de crecer en el medio de
seleccion, que se evidencian por la coloracion verde de sus hojas. Se hizo un conteo de
las plantas resistentes a kanamicina y con eso se determindé la eficiencia de
trasformacién de la siguiente manera:

Eficiencia de transformacion = (Plantas resistentes/total de semillas sembradas)*100

(ecuacion 1)
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Luego de tres semanas de crecimiento en las placas, las plantas se traspasaron a tierra y

se dejaron crecer hasta la obtencion de silicuas maduras y secas.

4.6.- Anilisis de expresién de genes del regulén CBF en plantas de Arabidopsis que
expresan PpCBF, con la técnica de RT-PCR

4.6.1.- Extraccién de RNA total desde hojas de Arabidopsis thaliana que expresan
PpCBF y silvestres

Se homogeniz6 aproximadamente 70 mg de hojas de roseta de Arabidopsis silvestres y
Arabidopsis que expresan ectépicamente PpCBF en nitrégeno liquido para asegurar que
el tejido se encuentre congelado.

Al tejido completamente pulverizado se le agregd 1 ml de reactivo Trizol™®, v esta
mezcla se agité usando Pellet Pestle™® con un motor. Luego de incubar durante 5 min a
temperatura ambiente (TA) se agregd 200 ul de cloroformo, se agité e incubé por otros 3
minutos a TA. La mezcla se centrifugd a 11.500 g por 15 min a 4 °C. Se recuper6 la fase
acuosa y se mezclé con 500 pl de isopropanol. Posterior a una incubacién por 5 min a
TA se centrifugd tal como en el paso anterior. El pellet fue lavado con etanol 75 %
(preparado con agua-DEPC) secado y finalmente resuspendido en agua libre de
nucleasas. Se guardé a -80 °C hasta el momento de su uso (Protocolo adaptado de Gibco

BRL).

4.6.2.- Reacciones de franscripeién reversa para los RNAs de Arabidopsis
Las reacciones de transcripcién reversa se llevaron a cabo usando el sistema “ImProm-

II™ Reverse Trasncription System” de Promega (N° cat. A3802). Para cada reaccion se
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usé 1,5 pg de RNA total en un volumen de reaccién de 20 pi. Esta mezcla de reaccion
estd constituida de la manera siguiente: 1,5 pg de RNA total; 0,5 pg de mRNA control
de kanamicina; Oligo (dT) 25 ng/ul; tampén ImProm-II™ 1X; MgCl, 5 mM; dNTPs 0,5
mM; 20 U de Inhibidor de ribonucleasa recombinante RNasin® y 1,0 pl de Transcriptasa
Reversa ImPromil™. Paralelamente se realizaron reacciones donde estdn todos los
componentes de la mezcla a excepcion de la Transcriptasa Reversa. Se hicieron
triplicados biolégicos para las plantas silvestres y ttansgénicas. La reaccion se llevo a
cabo en un termociclador, usando un programa en el cual se incuba a 25 °C durante 5
min para permitir el alincamiento de los partidores Oligo-dT, seguido de una incubacién
a 42 °C por 4 horas para permitir la extensién de la hebra de cDNA, para finalmente
incubar a 70 °C durante 15 minutos para inactivar la enzima.

La calidad de la reaccion se¢ confirmé con un PCR en que se amplificd el control de
kanamicina con los partidores Kan-F (5° gCCATTCTCACCggATTCAgTCgT 3°) y

Kan-R (5 AgCCgCCgTCCCETCAARTCAg 3%).

4.6.3.- Anilisis de expresion de genes del regulén CBF en plantas de Arabidopsis
que expresan ectépicamente PpCBF mediante RT-PCR

Como templado para la reaccién de PCR se usé una dilucién 1:100 de los cDNA
obtenidos en la secci6n anterior. Para amplificar un segmento de PpChf se usaron los
partidores F-LM228 (5° CACCATggACATgITCTCCgCTCAgCT 3°) y R-LM229 (5°
TCAgATAgAgAAACTCCATAATTTggCATC 3°) los que dan un amplificado esperado

de 693 pb. Para Weordl4 los partidores son F-LM241 (&
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TCTgTTATgCTgCTCCgATTTC 3%) y R-LM242 (5 CCCCTTCTTgCTTCCCTCTTAT
3”) que amplifican un fragmento esperado de 309 pb. Cor78 se amplific6 con F-LM243
(5 CTggCgAAgggAAgACCTggAT 3") y R-LM244 (5
ggTAACTTCgTCgTCACggCAg 3°) obteniendo un amplificado esperado de 380 pb.
Para el caso de galactinol sintasa se usaron los partidores F-LM245 (5’
CCAAgCCTCCCCACTTATTAC 3%) y R-LM246 (5
AAgAgACTCgTCgTTGTAAATg 3°) que amplifican un fragmento esperado de 312
pb. Xero2 se analiz6 con los partidores F-LM329 (5° TCACCAgAATCAAACCggAgTg
3’) y R-LM330 (5° CCATAAgCCgTgTTAgTCCCAg 3’) que amplifican un fragmento
esperado de 384 pb. Los partidores para actina fueron Actin-F (5
CACACTTTCTACAATgAgCT 3°) y Actin-R (5’ gCAgTgATCTCTTTgCTCAT 3’) los
cuales dan un amplificado esperado de 693 pb.

La mezcla de reaccién estd constituida de la manera siguiente: 1X de tampon de
reaccion, MgCl, 1 mM, dNTPs 0,2 mM, 0,25 mM de cada partidor, Taq DNA
polimerasa y 2 pl de templado. Las condiciones para la reaccién incluyeron una
denaturacién inicial de 5 min 94 °C, seguida de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por

30 sy 72 °C por 1 min. Se hizo una extension final de 10 min a 72 °C.

4.7.- Identificacion de posibles genes ortélogos del regulén CBF en Prunus persica
La secuencia aminoacidica de genes del reguléon CBF de Arabidopsis se obtuvo a partir

de la base de datos TAIR (www.arabidopsis.org). Esta secuencia se utilizo para llevar a

cabo una busqueda de posibles genes ortdlogos en las bases de datos de secuencias de

Prunus persica generadas dentro del proyecto en que se enmarca esta tesis. La bisqueda
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se realizé utilizando el programa tBlastN, teniendo en consideracién que un nivel
significativo de similitud esta determinado por un E-value de 107. La secuencia de los
posibles ortélogos obtenidos fue utilizada para correr un BlastX contra las bases de datos
de proteinas (AGI proteins) de Arabidopsis usando la p4gina de TAIR. Esta metodologia
que considera un “blast bidireccional”, tiene como objetivo determinar que el mejor hit
en una direccién, se corresponde con el mejor hit en la direcciébn opuesta. Para ios
posibles ortélogos obtenidos, se analizd el perfil de expresién digital con el objetivo de

observar su expresion frente al tratamiento con bajas temperaturas (genotecas E1 y E3).

4.8.- Andlisis de expresién de posibles genes ortélogos del regulén CBF, con el
método de transcripcion reversa acoplado PCR en Tiempo Real (RT-gPCR)

4.8.1.- Extraccién de RNA total de frutos de durazno

La extraccion de RNA total a partir de frutos de durazno se llevé a cabo utilizando ¢l
método descrito por Meisel y col (2005). Distintas muestras congeladas de frutos
provenientes de los 4 estadios de postcosecha fueron molidas en presencia de nitrogeno
liquido, usando un mortero previamente esterilizado (en horno durante 3 horas a 180
°C) y enfriado. El polvo generado a partir de las muestras fue depositado en un tubo que
contenia tampén de extraccién (CTAB 2 % (p/v), PVP (PM 40.000) 2 % (p/v), Tris~
HCI (pH 8.,0) 100 mM, EDTA 25. mM, NaCl 2 M, espermidina trihidrocloruro 0,05 %,
B-mercaptoetanol 2 % (se agregd justo antes de depositar el polvo)) previamente
calentado a 65 °C. La mezcla generada se mantuvo durante 15 min a 65 °C, luego de lo
cual se hizo una extraccién con igual volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).

La fase acuosa fue recuperada luego de que se hiciera una centrifugacién a 12.000 g
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durante 30 min de la mezcla de extraccién. Sobre esta fase acuosa se Hevo a cabo una
nueva extraccion tal como la anteriormente descrita, y la nueva fase acuosa recuperada
fue mezclada con 0,25 volimenes de LiCl, mantenida a 4 °C durante toda la noche y
posteriormente centrifugada a 12.000 g durante 20 min para lograr la precipitacion del
RNA. Luego de eliminado el sobrenadante, el precipitado se resuspendié en 500 pl de
SSTE (NaCl 1 M, SDS 0,5 %, Tris-HC1 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH 8,0)) y fue
transferido a un tubo de microcentrifuga. La muestra fue sometida a una extraccién con
igual volumen de cloroformo: alcohol isoamilico, en la cual la fase acuosa se recuperd
luego de centrifugar a 14.000 g por 10 min a 4 °C. Para precipitar el RNA, éste se
mezcld con 2 volimenes de etanol 100 % y se incubé durante 3 horas a -80 °C, luego de
lo cual se centrifugd a 14.000 g por 20 min a 4 °C. El pellet fue lavado con etanol 75 %
y secado a temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en agua libre de nucleasas y se
guardé a -80 °C hasta el momento de su uso. Todas las soluciones utilizadas se

prepararon con agua tratada con DEPC.

4.8.2.- Cuantificacién y andlisis de calidad de RNA total de frutes de durazno y
Arabidopsis

La concentracién de RNA total se midié en base a la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotémetro (Perkin Elmer, MBA 2000). Las muestras de RNA fueron diluidas

100 veces en agua libre de nucleasas y la concentracién se calculé de acuerdo a la
siguiente expresion.

ssRNA (ug/ul) = Azeo x 4 (ecuacion 2)
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La pureza del RNA se determiné haciendo una relacidn Aaep/Azge que debe estar entre
1,8-2,0, para asegurar que no existe contaminacion con DNA, La integridad del RNA
total se analizé con un gel 1,5 % de agarosa, el cual fue preparado con MOPS 1X, y
formaldehido 1,1 %. La muestra de RNA se mezclé con formamida, formaldehido y
MOPS y se denauturd a 70 °C durante 10 min. Previo a cargar la muestra en €l gel se
agregb el colorante (azul de bromofenol (1 %): Bromuro de etidio (1 mg/ml) 1:1). El gel
se corrié en una cdmara con MOPS 1X, con una diferencia de potencial de 150 V
durante 30 min. La visualizacién se llevé a cabo con luz UV. En el caso del durazno Ia
integridad del RNA se determiné por la presencia de las bandas de tRNA de 285 y 18S.

Para Arabidopsis se visualiz6 las bandas de tRNA 268, 18S y 785.

4.8.3.- Reacciones de transcripcién reversa (RT) para los RNAs de durazno

Las reacciones de transcripcién reversa se llevaron a cabo usando el sistema “ImProm-
™ Reverse Transcription System” de Promega (N° cat. A3802). Para cada reaccién se
us6 2,5 ng de RNA total provenientes de los estadios E1, E2, E3 y E4 en un volumen de
reaccién de 20 pl. Las condiciones para la reaccién fueron las mismas que en la seccién

4.6.2. Se hizo triplicado biolégico para cada uno de los estadios analizados.

4.8.4.-Anilisis cuantitativo de expresién génica mediante reaccién de PCR en
Tiempo Real
Las reacciones se llevaron a cabo usando el sistema “LightCycler® FastStart DNA

Master SYBR Green I” de Roche (N° cat. 12 239 264 001). Se us6 un volumen total de
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reaccion de 15 pl que contiene 50 a 200 ng de templado de cDNA (dependiendo del gen
a amplificar) de los estadios E1, E2, E3 y E4, MgCl; 3 mM, 0,3 mM de cada partidor,
dNTPs, tampdn de reaccion, SYBR Green 1 y FastStart Tag DNA polimerasa (los cuatro
tiltimos componentes estdn incluidos en una mezcla, que se usé de acuerdo a lo indicado
por el fabricante). Los partidores usados para amplificar un segmento del gen PpChf
fueron F-LM231 (5° AAgTpeeTATgTgAgTTgAgAg 3°) y R-LM232 (&
gCTgAgCATTgAggTegAgA 3°) que dan un amplificado esperado de 416 pb. Para
Pmei los partidores fueron F-LM233 (5° CTACgCCACTTCAATCCAgCA 3°) y R-
LM234 (5° CAgTgAAAgCAgCACTAACCC 3°) que amplifican un fragmento esperado
de 290 pb. Para Wcor4i3 se usd el par de partidores F-LM237 (5°
TTCAACATCTTCAgegsACAg 3°) y R-LM238 (5° CACCAATgCCCAAACAgg 3%)
que amplifican un fragmento esperado de 327 pb. Para la deshidrina Xero2 se us6 F-
DX2 (5° CCAAACCAAAgCCAgTTTgATTCA 3°) y R-DX2 (5° CCAggTTTTgTAT
gAgTgCCgTA 3°) que generan un fragmento esperado de 259 pb. Para la kanamicina
los partidores fueron Kan-F (5° gCCATTCTCACCggATTCAgTCgT 3°) y Kan-R (5
ApCCgCCgTCCCgTCAAgTCAg 3°) los que dan un amplificado esperado de 323 pb.
La condiciones para la reaccidn fueron: 95 °C durante 10 min para activar la enzima,
seguido de 33 ciclos de 95 °C por 2 s, 62 °C (para ¢l caso de PpChf, Weordl3, Xero2 y
kanamicina) 6 64 °C (para Pmei) por 10 s y 72 °C por 20 s. Al final de cada ciclo se
midi6é la sefial de fluorescencia que emite el SYBR Green cuando se intercala en una
doble hebra de DNA amplificado, utilizando el canal F1 (530 nm) para realizar dicha
medicién, Una vez terminado los 35 ciclos se procedi6 a un paso adicional que denatura

los amplificados subiendo paulatinamente la temperatura desde 62 °C (PpCbf, Wcor413,
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Xero2 y Kanamicina) 6 64 °C (Pmei) hasta 98 °C. En este paso adicional se midid de
manera continua la fluorescencia del SYBR Green, para construir una curva de melting
que permitié determinar si el producto amplificado corresponde al esperado.

Para cada gen en cuestién se construy6 una curva estindar, usando como templado
diluciones seriadas de 100 pg a 10 fg de un amplicon purificado para cada gen
analizado. Las condiciones de reaccién son las mismas que para las reacciones con
¢DNA. Con esta curva estindar fue posible determinar la concentracién de templado de
cada gen en los distintos estadios de postcosecha, usando el “Light Cycler Software”
versién 3.5. Las concentraciones obtenidas fueron normalizadas con la concentracién

obtenida para el cDNA de kanamicina y luego graficados.

4.9.- Ensayos de transformacién transiente en distintas variedades de frutos de
durazno

Se hicieron cultivos de 4. fumefaciens transformados con los vectores de pGWB2-
PpCBF, pBI101.3-DX2=GUS, pBI101.3 y pBI121, en medio LB suplementado con
kanamicina (100 pg/ml), rifampicina (10 pg/ml) y gentamicina (100 pg/ml). Los cultivos
crecieron durante aproximadamente 2 dfas a 28 °C hasta alcanzar un densidad Gptica
entre 0,6 y 0,8, Las bacterias se sedimentaron y fueron resuspendidas en medio MMA
(MS, MES 10 mM (pH 5,6), sacarosa 20 g/l, acetosiringona 200 uM) de tal manera de
obtener una densidad 6ptica de 2,4 aproximadamente. Esta suspension bacteriana se usé
para inyectar frutos frescos de duraznos de las variedades Autum Red, O’ Henry y Rian

Sun, haciendo uso de una jeringz de 1 m! con aguja. Para co-infiltracién de cultivos

bacterianos transformados con distintos vectores, se mezclaron volimenes iguales de




cada uno y 1 mL de esta suspension se utilizé para inyectar los frutos. La actividad de
GUS se observo luego de 3 dias, durante los cuales los frutos fueron mantenidos a 25

°C.

4.10.- Tinci6én histogquimica de GUS para frutos infilirados de durazno

Se obtuvieron trozos infiltrados de durazno, haciendo uso de un sacabocados de
aproximadamente 1 cm. de diémetro. Los trozos fueron completamente sumergidos en la
solucién que permite observar la actividad de GUS (KHPO4 0,72 M, KH,P0, 0,17 M,
KsFe(CN)s 0,5 mM, KsFe(CN)s 0,5 mM, 1X Triton X-100, EDTA 12,7 mM, metanol
20 % (v/v), X-Gluc 0,5 mM (este se agrega al momento de usar)). La preparacion fue
sometida a vacio durante 30 min, luego de lo cual se incubé a 37 °C durante toda la
noche. Transcurrido este tiempo de incubacién se observaron los tejidos y se hizo

registro fotografico de ellos.

4.11.- Material Bioldgico

4.11.1.- Crecimiento de Arabidopsis thaliana

Las semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo columbia {Col-0) y lineas transgénicas
fueron esterilizadas (Un lavado con etanol 70 %, seguido de un lavado con cloro y
finalmente 3 lavados con agua estéril) y posteriormente incubadas a 4 °C en oscuridad
por un periodo de 2-4 dias. Las semillas fueron germinadas y crecidas por

aproximadamente 2 semanas en placas con medio MS sélido 0,5X (2,16 g MS/I de

medio) suplementado con kanamicina (100 pg/ml) en el caso de las transgénicas. Pasado




este periodo, las plantas fueron traspasadas a una mezcla de tierra:vermiculita 3:2 y

fueron crecidas a una temperatura de 22-23 °C con un fotoperiodo 16:8 (luz: oscuridad).

4.11.2.- Crecimiento de bacterias Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens

Las bacterias E. coli de la cepa DHSa fueron crecidas en medio LB liquido (peptona 1
%, NaCl 1 % y extracto de levadura 0,5 %) y solido (a la mezcla anterior se le agrega
1,5 % de agar) durante 14-16 h a una temperatura de 37 °C, con una agitacién de 250
rpm en el caso del cultivo liquido. 4. tumefaciens, de la cepa GV3101, fue crecida en los
mismos medios antes mencionados, dutante 36 h a una temperatura de 28 °C. En el caso
de E. coli los antibi6ticos de seleccion fueron kanamicina (100 pg/ml) e higromicina (50
pg/ml) (El primero para bacterias trasnformadas con pENTR-PpCFB y ambos para
bacterias trasnformadas con pGWB2-PpCBF). Para 4. tumefaciens se us6 gentamicina
(100 pg/ml) ademis de los antibibticos antes sefialados, para seleccionar bacterias

transformadas con pGWB2-PpCBF.

4.12.- Minipreparaciones de DNA plasmidial para el chequeo de bacterias
transformantes.

Cultivos de 1 ml de E. coli fueron crecidos en medio LB con kanamicina durante toda la
noche en tubos de microcentrifuga estériles en las condiciones que se indica en la
seccion 4.11.2. El cultivo se centrifugé 20 s a 14.000 rpm en microcentrifuga, luego de

lo cual se vacio el sobrenadante y las bacterias fueron resuspendidas en el volumen de

medio remanente (aproximadamente 50 pl). Se agregé 300 pl de TENS (Tris 10 mM




(pH 7,5), EDTA 1 mM (pH 8,0), NaOH 0,1 Ny SDS 0,5 % (p/v)) para efectuar una lisis
alcalina de las células bacterianas. Esta mezcla se agitd y se agregd 150 pi de KAc 3 M
(pH 5,2) para precipitar los desechos celulares y el DNA cromesémico. Luego de una
fuerte agitacion se precipita los desechos por una centrifugacion de 2 min a 14.000 rpm.
El sobrenadante se traspasd a un tubo limpio y se mezclé con 800 ul de etanol 100 %,
luego de lo cual se centrifugé 2 min a 14.000 rpm. Se eliminé el sobrenadante y fue
lavado con 1 ml de etanol 80 % frio. El DNA fue resuspendido en agua con RNAsa (1

pg/ml) y guardado a -20 °C hasta ser usado (Modificado de Zhou y col, 1990).

4.13.- Midipreps de DNA plasmidial

Cultivos de 100-150 ml de E. coli transformadas con €l vector pPGWB2-PpCBF fueron
crecidos en medio LB suplementado con higromicina (50 pg/ml) y kanamicina (100
ug/ml). La extraccion de DNA plasmidial se llevo a cabo de acuerdo a las indicaciones

del fabricante (Wizard ® Plus Midipreps, N° de catdlogo A7640. Promega)

4.14.- Electroforesis en geles de agarosa para andlisis de DNA

Se prepararon geles de agarosa 1 % (p/v) con tampén de corrida TAE 1X (Tris-acetato
40 mM; EDTA 1mM (pH 8,0)) con bromuro de etidio (0,1 mg/ml). El marcador de peso
molecular utilizado corresponde a “1kb DNA Ruler” (Fermentas). Para ser cargadas, las
muestras de DNA se mezclaron con Ia cantidad adecuada de tampén de carga 6X (azul

de bromofenol 0,25 %, xilen cianol 0,25 % v glicerol 30 %). La corrida se realizé con

tampdn TAE 1X, aplicando una diferencia de potencial de 100 V durante 30 a 40 min.




5.- RESULTADOS

5.1.- Identificacién de posibles ortéloges de la familia DREB1/CBF en Prunus
persica

Dentro de los 10.830 unigenes generados a partir del proyecto de Genémica Funcional
en Nectarines en el cual se desarrolld esta tesis, se encontré un contig (contig851)
constituido por 7 ESTs que codifica para un posible factor de transcripcion CBF. A este
posible gen ortélogo se le denominé PpChf (Prunus persica CBF). El largo del
contig851 es de 860 pb de las cuales 693 pb corresponden al marco de lectura abierto
completo para la posible proteina (Figura 2).

La secuencia predicha tiene un largo de 230 aminoacidos, un peso molecular de 21.6

kDa y un punto isoelectrico de 6,18 (www.expasy.org). El anélisis bioinformético de

estructuras secundarias, muestra que hay tres posibles sabanas B (aminodcidos 65-67,
73-75, 84-87) y una hélice o (aminoécidos 94-109) (Figura 2).

La comparacion de esta secuencia con las de la familia DREB1/CBF de Arabidopsis y
ortélogos de otras plantas (Prunus avium, Malus domestica, Oryza sativa y Brassica
napus), evidencia la conservacion de algunos motivos que son caracteristicos de este
tipo de factores de transcripcion (Figura 3; Tablal). Estos motivos corresponden a las
secuencias ETRHP y DSAWRL que flanquean a un dominio de unién a DNA AP2 por
el amino y carboxilo terminal respectivamente (Stockinger y col, 1997; Dobuzet y col,
2003; Kitashiba y col, 2004; Zhang y col, 2004). La extensién del dominio AP2 de
PpCBF es desde el aminodcido 60 hasta el 117, de manera que las putativas estructuras

secundarias antes enunciadas se encuentran dentro de dicho dominio.

30




1 atgyacatgttctoogctoagotttotyactccoocgaccagect
M D M F S A QL S DS PDOQTP
46 gagtcgagtt ctttotcogacyoeaggtoaccaccctycoyyca
E &8 8 8 F 8D A 8V TTUL P A
91 tcttoctocgacgaasacyt catat tYYCytcyayccgycoyany
8 8 8 D ENUV ILAZSSURTZPEK
136 sagcgogotgogagyayagttttocaagyayac gagyeaccoyytt
KRAGRRVFK!TRHPV
181 tacayyguyCUtUagyayasyURacaataacangt:
?ncvnnnxw

¢ KL ACTINTEADS
W R L PLDPAGSMNDTHETDTI

406 mwmﬁmwmmﬁmwﬂww
R A AAEAATETGTPFTRTPATE

451 mwtwtmmwcmmwmwmw
P G C LS8 8 G S &DERKTEME

496 ttaagcgtgyatatggassaaaacageagottgbgcttgbtttat
L 8 VDM EEKU NJ S SILCULFY

54]1 ttggatgagyagyasstgtttgatatgocaaygtt gattgat aac
L D EEEMHNVFDHMMZPUZRLTIT DHN

586 atggoteaaggycttottotttctocacctocastygot cagotgye
M A Q GL L L § P P Q C 8 A G

631 tacttgaattgygatgacgtggasactgaagotgatgocasatta
YL NWDD V ETZEATDATZEKIL

676 tggagtttctctatctga 693
w 8 F 8 I *

Figura 2: El posible ortélogo de CBF en Prunus persica, codifica una proteina de 230
aminodcidos. Dentro de la base de datos de unigenes generados en el proyecto que en que se
enmarca esta tesis, se encontré un Contig constituido por 7 ESTs que codifica una secuencia de
230 amino4cidos. La prediccion bioinformatica para esta secuencia indica que se trata de una
proteina con una masa molecular de 21.6 kDa (www.expasy.org). Los aminoacidos que se
encuentran enmarcados dentro de una flecha indica que podrian formar una sabana 3,
mientras que para los aminoécidos dentro de la cinta se predice una estructura de hélice

o (Www.expasy.org).
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El analisis de expresion de PpChf usando RT-qPCR indica que este gen se expresa
preferentemente en frutos no maduros que estdn saliendo de tratamientos de frio
(estadios E1 y E3; Figura 4). La mayor expresion se observa en muestras expuestas a
frio por periodos cortos de tiempo (El), siendo significativamente menor (t-student;
p<0.05), cuando el tratamiento de frio es de mayor duracion (E3) y practicamente

indetectable en frutos maduros que han sido expuestos a 20 °C durante 4 dias (E2 y E4).
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Figura 3: PpCBF presenta motivos que estin conservados en ortologos de otras especies
vegetales. El alineamiento de CBF de Prunus persica (Pp) con la familia CBF de Arabidopsis
thaliana (At) (CBF1, 2 y 3), CBF1 de Malus domestica (Md), CBF1 de Prunus avium (Pa),
OsDREBI1 de Orysa Sativa y CBF1 de Brassica napus (Bn), muestra 3 regiones altamente
conservadas entre estas secuencias: Una putativa sefial de destinacion al nicleo (linea continua),
el dominio AP2 de unién a DNA (puntos cuadrados) y el “CBF signature™ caracteristico de este
tipo de factores de transcripcion (puntos circulares). El alineamiento se realizo con el algoritmo

! { hi 1

ClustalX y la visualizacién de este con http:/www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html.
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_ Tablal: Identidad entre PpCBF y genes ortlogos de otras especies vegetales. A nivel de
proteina completa PpCBF presenta porcentajes de identidad que en casi todos los casos supera el
50%. El porcentaje mas bajo es en la comparacién con Arroz (OsDREB1), lo que probablemente
se explique por la mayor distancia filogenética que existe en entre estas especies. La
comparacién de secuencias en el dominio AP2 muestra altos porcentajes de identidad, lo que
refleja la importancia de este dominio en la funcién de la proteina. La sefial de destinacion
nuclear y el “CBF signature” se encuentran muy conservados entre todas las especies, existiendo
solo algunas diferencias puntuales indicadas en letras de color azul. La notacién de los genes
ortdlogos de CBF es la misma que se utilizo en la Figura 3.

% Identidad con P. Sefial de
Gen ortélogo de CRE i destinacién | CBF “signature”
(acceso NCBI) Proteina Dominio T
completa AP-2
PpCBF 100 100 PKKRAGRRV | ETRHP-DSAWRL
AtCBF1 (NP567721) 51 76 PKKPAGRKK | ETRHP-DSAWRL
AtCBF2 (NP567719) 53 77 PKKPAGRKK | ETRHP-DSAWRL
AtCBF3 (NP567720) 52 79 PKKPAGRKK | ETRHP-DSAWRL
MdACBF1 (AAZ20446) 56 79 PKKRAGRKK | ETRHP-DSARRL
PaCBF1 (BAD27123) i & 94 PKKRAGRRYV | ETRHP-DSAWRL
BnCBF (AAL38242) 45 76 PKKPAGRKK | ETRHP-DSAWRL
OsDREBI1 (AAQ06658) 39 53 PKRPAGRTK | ETRHP-DSAWI.L

Junto con los resultados de RT-qPCR se grafic6 el perfil de expresién de PpCBF dado
por la abundancia de ESTs para cada estadio (seis ESTs provienen de E1 y un EST
proviene de E3). Esto permitié observar la buena correlacion que hay entre ambas
estrategias para determinar la expresion génica.

La conservaciéon de motivos en la secuencia de PpCBF y el patron de expresion
observado, motivaron el clonamiento de este gen para estudiar su funcionalidad. La
actividad sera evaluada en Arabidopsis thaliana y en Prunus persica como se mostrara

en las siguientes secciones.
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Figura 4: PpChbf se expresa preferentemente en frutos que han side expuestos a
bajas temperaturas. Los resultados de RT-gPCR (barras achuradas) se han comprado
con la abundancia de ESTs (barras vacias) para cada uno de los cuatro estadios de
postcosecha. Se observa que en ambos casos existe una mayor expresion de PpChfen el
estadio E1, que corresponde a frutos que han sido expuestos a frio por un periodo corto
de tiempo. La expresién es menor luego de tratamientos de frio de mayor duracién,
como se muestra en E3 y es practicamente no detectable en muestras expuestas a 21 °C
(E2 y E4). Cabe destacar que existe correlacion enire los resultados de expresion digital
y lo obtenido por RT-gPCR.

5.2. Clonamiento de PpCBF en vector de expresion para plantas

El marco de lectura completo para PpCBF fue amplificado con los partidores F-LM228
y R-LM229, obteniendose un fragmento esperado de 693 pb. Uno de los vectores
pENTR que inserté el amplificado de PCR (pENTR-PpCBF), se secuencié para
determinar que no hay errores en la secuencia del clon y fue seleccionado para realizar
una recombinacion usando el sistema Gateway. El plasmidio de destino fue el vector
binario pGWB2 que es compatible con este sistema de clonamiento. Dentro del T-DNA,

el vector pGWB2 contiene los marcadores de seleccion Nptll y Hptl que confieren

resistencia a kanamicina e higromicina respectivamente (Figura 5A).
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Figura 5: Clonamiento de PpChf en vector binario para expresién en plantas. A) Se
muestra el T-DNA del vector binario pGWB2-PpCBF que fue integrado al genoma de
Arabidopsis. PpChf se encuentra rio abajo del promotor fuerte CaMV358S. Los genes Nptll y
HptI permiten la seleccién de plantas trasnformadas con este constructo, usando kanamicina ¢
higromicina respectivamente. B) Gel 1% de agarosa para visualizar las digestiones con que se
confirmd el constructo. Los fragmentos liberados corresponden a cortes con las endonucleasa de
restriccion, cuyo sitio de reconociemiento en el T-DNA esta indicado en A. H: HindIII; S: Saci;
X: Xbal; SD: sin digerir. LB: left border; RB: right border; P-Nos: promotor de nopalina sintasa;
T-Nos: Terminador de nopalina sintasa; Npt/I: neomicina fosfotransferasa II; Hptl: higromicina
fosfotransferasa,

Luego de la recombinacién entre pPENTR-PpCBT y pGWB2, la secuencia codificante de
PpCBF quedé rio abajo del promotor constitutivo CaMV358S (Figura SA). El chequeo
de la insercion en el vector pGWB2 se realizé por medio de cortes con enzimas de
restriccion, obteniendo en todas las digestiones los fragmentos predichos para una

correcta insercion (figura 5SB). A este nuevo vector se le denominé pGWB2-PpCBF y es

el que se utiliz6 para evaluar la funcionalidad del gen en Arabidopsis y frutos de

durazno.




5 3-Evaluacién de la funcionalidad de PpCBF en plantas de Arabidopsis que
expresan ectépicamente este gen

El vector pGWB2-PpCFB se utiliz6 para transformar cepas GV3101 de 4. tumefaciens
con las que posteriormente se transformé plantas silvestres de Arabidopsis. Las plantas
de la generacion T1 capaces de resistir la seleccién con el antibiético kanamicina, se
utilizaron para evaluar la funcionalidad de PpCBF. La eficiencia de transformacion
obtenida fue de aproximadamente 0.1 %. Un total de tres lineas transgénicas fueron
utilizadas para los andlisis, estas son: PpCBF-7F, PpCBF-7G y PpCBF-10A. Cada una
de ellas corresponde a eventos independientes de transformacién y de acuerdo a la
segregacién de su progenie (~3 resistentes: 1 sensible), corresponden a plantas que
poseen solo una insercién de T-DNA.

Para analizar la funcionalidad de PpCBF en Arabidopsis thaliana, se observé la
expresion de los genes Cor78, Wcor414-TMI, galactinol sintasa y Xero2 mediante RT-
PCR. Todos ellos son genes dei regulén CBF de Arabidopsis, por lo que aumentan
notablemente su expresién en plantas que sobreexpresan alguno de los CBFs 6 que han
sido expuestas a bajas temperaturas (Fowler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004;
Vogel y col, 2005). Ademds los promotores de los 4 genes analizados poseen motivos
DRE/CRT, lo que aumena la evidencia de que se trata de genes blanco de los CBFs.
Como control de carga se usé actina y como control de la transcripcién reversa se utilizé

kanamicina, que corresponde a un mRNA heterélogo proporcionado por el kit utilizado

para dicha reaccién (Ver seccién 4.6.2 en materiales y métodos).
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Figura 6: PpCBF induce la expresién de genes de respuesta a DREB1/CBF en
Arabidopsis, El regulén CBF en Arabidopsis estd constituido por ~130 genes. Cuatro
genes pertenecientes a este reguldén que son altamente expresados con el frio, se
seleccionaron para analizar su expresién mediante RT-PCR, en plantas de Arabidopsis
gue expresan constitutivamente PpChf. Se muestra que en tres plantas transgénicas
(PpCBF-7F, PpCBF-7G y PpCBF-10A) la expresion de estos genes es
considerablemente mayor comparada con las silvestres (wtl, wi2 y wi3). Las plantas
utilizadas no han sido expuestas a bajas temperaturas, de manera que la alta expresion de
estos genes se debe principalmente a PpCBF. Como control de carga y de la reaccién de
RT-PCR se analizo actina y kanamicina respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran que hay una mayor expresion para los 4 genes
analizados en plantas de Arabidopsis que expresan ectopicamente PpChf, cuando se les
compara con plantas silvestres (Figura 6). Las plantas no fueron expuestas a bajas
temperaturas, de manera que la induccién observada es producto de la activacién
ejercida por el gen del durazno. Con esto podemos concluir que PpCBF es un ortélogo
funcional de los CBFs de Arabidopsis.

Por otra parte, al igual que se observé en plantas de Arabidopsis que sobreexpresan
CBF1, CBF2, CBF3 o expresan ectépicamente ortélogos de otras especies vegetales, las

plantas que expresan PpCBF muestran un retardo de aproximadamente 2 semanas en la
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aparicién de flores (datos no mostrados; Dobouzet y col, 2003; Gilmour y cols, 2003;

Kitashiba y col 2004; Zhang y col 2004).

5.4- Biisqueda de posibles ortélogos de genes del regnlén CBF de Arabidopsis en
Prunus persica

Si existe un factor de transcripcién tipo DREB1/CBF en frutos de durazno gexistiran
posibles genes blanco para esta proteina? Para responder a esta intetrogante se realizd
una bilisqueda de posibles ortélogos del regulon CBF de Arabidopsis en nuestra base de
datos de unigenes de frutos de Prunus persica. De acuerdo a estudios de microarreglos
de DNA en Arabidopsis, se han encontrado un total de 131 genes regulados por la
familia DREB1/CBF (Fowler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004; Maruyama y
col, 2004; Vogel y col, 2005). Un anélisis de Blast de las secuencias de Arabidopsis
contra la base de datos de unigenes de durazno, permitié identificar que en frutos de
durazno se expresan posibles ortélogos para 38 de los 131 genes pertenecientes al
regulén CBF de Arabidopsis (Tabla 2).

Al realizar agrupamienio de estos 38 genes de acuerdo a su funcién biolégica (aplicando
la anotacién de Gene Ontology, GO), se puede observar que el grupo més representado
comresponde a genes relacionados con respuesta a estrés (Figura 7). Otro grupe con
varios miembros corresponde a genmes que codifican proteinas que participan en
procesos de transporte. En Arabidopsis estas dos categorias también resultan ser las que
se encuentran mayormente representadas (Figura 7).

En 1a Tabla 2 se puede observar que los posibles ertélogos para miembros del regulén

CBF de durazno tienen asociado un perfil de expresién digital (obtenido por medio del
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.algoritmo descrito por Audic y Claverie, 1997). Se muestran 4 grupos principales: 1)
Aquellos que son mds expresados en frutos no maduros expuestos durante 21 dias a4 °C
(frutos de E3) (n = 5). 2) Unigenes que disminuyen su expresion en frutos de E3 (n = 1).
3) Unigenes que se expresan preferentemente en frutos salidos de empaque (frutos de
El). (a = 4). 4) Corresponde a2 un grupo heterogéneo compuesto de unigenes que no

‘ varian su nivel de expresién frente a las bajas temperaturas, o bien no han podido ser

analizados por estar compuesto por un nimero bajo de ESTs (menor a 5) (n = 28).
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Tabla 2: Ortélogos del regulén CBF de Arabidopsis presentes en Ia base de datos de
unigenes de frutos de durazno. La biisqueda de genes ortdlogos al regulon CBF de Arabidopsis
en los unigenes de durazno, se realizd con TBlastN. En la primera columma se encuentran
algunos de los genes del regulén CBF de Arabidopsis, representados como el locus en que se
ubican dentro del genoma de esta planta. La segunda columna representa el posible ortélogo del
durazio para el gen corresponidiente de la primera columna. En la pendiltima columna se indica
el perfil de expresion digital para cada unigen de Prunus persica. Las lineas horizontales dividen
a los unigenes de acuedo a si son mas expresados en E3 (Grupoi=G1), menos expresados en E3
(Grupo2=G2), més expresados en El (Grupo3=G3) y aqueilos cuya expresién no se pudo
determinar o es equivalente en los 4 estadios evaluados (Grupod4=G4). Ei: Frutos salidos de
empaque (tratados a 4 °C durante el trasporte); E2: Frutos maduros y jugosos (empaque + 4 dias
a 20 °C); E3: Frutos salidos de frio (empaque + 21 dias a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos
(frutos de E3 expuestos 4 dias a 20 °C)

AGPE Unigea Prunus Anotacién Perfil de G
persic expresitn digital
AT1G16850 Contig2089 Proteina abundante en embriogénesis tardia E3>ELEZ;E4
(LEA)
ATIG20440 Contig304 Deshidrina COR47 E3>E1>E2:E4
AT3G50970 Contig254 Peshidrina Xero2 E3>E1>E2:E4 > 1
AT2G15970  Contig30 Proteina de aclimatacién a frio similar a E3ELE2E4
WCOR413 (WCOR413-PM1)
AT2G22590 Contig2554 Putativa antocianidin-3-glucdsido E3>ELELES
ramnosiitransferasa )
ATIGG9530° _Contigi200 Expansina § E3<ELE2F4 2
AT2G21660 Contig5s Proteina de unién 2a RNA, rica en glicina E1>EZELES
AT5G62360  Contigh9 Proteina de Iz familia de inhibidores de EI> E3>E2:FE4
invertnsa/pectin metilesterasa (PMEi) -
AT5G62350 Contig3598 Proteina de 1a familia de inhibidores de EI>EZ;ES;E4 3
invertasa/pectin metilesterasa (PMEi)
AT4(G38580 Contigid37 Chaperona asociada a Cobre EIE2Z;EEL )
AT5G20830  Contig871 Sacarosa sintasa 1 (ASUSI) E1=E2=E3-=F4
AT4G33070 Contigl054 Pyruvato descarhoxilasa-1 (PDCI1) El1<E2;E3
AT3IG55610 Contigd003 Pirrolina-5-carboxilato sintetasa ND*
ATIG27730 Contigl572 Proteina de unién a DNA con dedo de zine C,H; E1=E2=E3=E4
AT2G478%0 Contig725 Proteina de 1a familia dedo de zine (tipo B-box) ND*
AT5G25110 Contigi221 Proteina kinasa CIPK25 ND*
AT5G27930 PUIL_platel® G16 Proteina fosfatasa PP2C ND*
ATIG77120  Contig1349 Alcohol deshidrogenasa (ADH) ND*
ATS5GS7i10  Contig3563 ATPasa transportadora de Calcio B {ACAS) ND*
AT2G16990 Contig2963 Putativa proteina transportadors de tetraciclina ND*
AT4G35300 Contip2836 Protefna transportadora de azncar E1=E2=E3=E4
AT2G28900 Contigd50 Familia de protefnas Tim17/Tim22/Tim23. ND*
Translocasa de membrans mitocondrial interna 4
ATIG47710  Contigl87 Putativa serpina ND*
AT1G62710 Contigl375 Proteina de procesamients vacuolar beta EZ>E3
/ beta-VPE
ATIG01470 Contig717 Proteina abundante en embriogénesis tardia ND*
{LEA14)
ATIG29395 Contigl970 Proteina de aclimatacién a frio similar a ND*
WCOR413 (ATCOR414-TM1)
ATIG30360 Contigd82s Proteina de respuesta temprana a ND*
deshidratacion (ERD4)
AT2G17840 Contigl292 Protieing asociada a senecencia/deshidratacion ND*
(ERD7)
ATIGO5170 Contig34s2 Protefua de Ia familia de galactosil-transferasas  ND*
AT4G38400 Contig2060 Proteiua de 1a familia de expansinas El=E2=E3=E4




AT3G17130  Contigl478 Protefna de Ia familia de inhibideres de ND* ™

invertasa/pectin metilesterasa (PMEI)
AT4G24960 Contigd49 Protefna de respuesta a ABA (HVA22d) ND*
AT3G14890 PU4_plate36_C12 Fosfoesterasa ND*
AT1G10410 PUI_piate19 N17 Proteina expresada ND* > 4
ATIG33230 PU3_plate4d_E03 Proteina expresada ND*
AT1G68500 PU1_plated2 ¥id  Proteina expresada ND*
AT2G33830 PUIL_plate? N22  Familia de proteinas asociadas a ND*
dormancia/auxing
AT4G14000  PU3 plate25 C06 Proteing expresada ND* i,
"Arabidopsis Genome Initiative

*ND: No determinado por que el Unigen estd compuesto por un nimero de ESTs menor a 5.
De todos Tos genes de Arabidopsis que se muestran en la tabls, es el dnico que disminuye su expresién en
respuesta el frio en esta planta.

De los 38 posibles ortélogos a genes del regulén CBF de Arabidopsis identificados en
los unigenes de durazno, 10 de ellos se expresan diferencialmente entre frutos no
maduros salidos de frio (E1 y/o E3) y frutos maduros expuestos a 20 °C (E2 y/o E4) (de
acuerdo a los anslisis de expresi6n digital). Considerando la poblacién total de unigenes
disponibles dentro de nuestro proyecto, existen 68 de estos que presentan expresion
diferencial considerando las mismas comparaciones antes mencionadas (55 aumentan su
expresion en El y/o E3 y 13 disminuyen en E3). Esto significa que los umigenes del
posible regulén CBF del durazno, representan un 15 % del total de unigenes que tienen

este tipo de patrén de expresion. (Observar Tablas 3-6 en ANEXOS, para ver detalles de

los unigenes mencionados en el texto).
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Figura 7: Genes del regulén CBF de Arabidopsis y sus posibles genes ortélogos en durazno,
graficados segiin su funcién biolégica. En Arabidopsis se han identificado 131 genes que
responden a la familia de factores de transcripccion DREB1/CBF. En nuestra base de datos de
unigenes de frutos de durazno, se han encontrado posibles ortélogos para 38 de los 131 genes
que conforman el regulon CBF. La clasificacion de estos genes de acuerdo a la funcién biologica
otorgada por GO (Gene Ontology), muestra que un nimero importante de los posibles ortélogos
identificados en durazno estan dentro del grupo relacionado con respuesta a estrés. Se puede
observar que otros procesos biolégicos también estén constituidos por varios miembros, como es
el caso de transporte y modificacion de pared celular. En Arabidopsis ain existen numerosos
genes que pertenecen al regulon CBF, cuya funci6n atn no se ha determinado.

5.5.- Analisis de expresién de miembros del posible regulén CBF de frutos de
durazno mediante RT-qPCR

En la seccién anterior se hablo sobre unigenes de durazno que son posibles ortologos de
genes del regulon CBF de Arabidopsis y que presentan un perfil de expresion que es
distinto entre frutos no maduros recién salidos de frio y frutos maduros que han sido
tratados a 20 °C. Este perfil de expresion que ha sido determinado de manera

bioinformatica, debe ser evaluado por una técnica que permita trabajar con las muestras
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biolégicas y que tenga caracteristicas de ser cuantitativo, con el objetivo de comparar
ambos resultados. Una de las técnicas gue cumple este requisito es el PCR en tiempo
real, la cual se caracteriza ademds por su alta sensibilidad, reproducibilidad y
especificidad, entre otras (Gachon y col, 2004; Bustin, 2000).

Para realizar un andlisis de expresién por medio de RT-gPCR es necesario contar con un
gen normalizador, que presente minimas variaciones de expresion en respuesta a los
tratamientos realizados a las muestras. En el desarrollo de esta tesis, no se logrd
encontrar un gen que se exprese de manera homogénea en los 4 estadios estudiados, por
lo que para normalizar se usé mRNA de kanamicina (esto sirve para determinar que las
diferencias en la amplificacion no se deben a artefactos de la trascripcion reversa, ya que
al inicio de esta reaccion se ponen cantidades iguales de mRNA de kanamicina en cada
tubo). Para asegurar que se agreg6 cantidades similares de RNA total a cada reaccion de
franscripcién reversa, se corrié un gel de agarosa 1.5% cargado con el mismo volumen
de muestra usado para llevar a cabo la reaccién. Mediante andlisis cualitativo se
determin6 que la intensidad de las bandas de RNA ribosomal es similar entre las
muestras de los distintos estadios (anexo, Figura 10). Para cada uno de los 4 estadios
analizados, se usaron 3 réplicas biolégicas y para cada una de ellas se realizaron 2
réplicas técnicas. Los datos se graficaron como “% del maximo”, lo que significa que
para cada gen analizado, se asocia un valor de 100 % a la réplica bioldgica que presente
el valor normalizado mas alto y a las 11 restantes se le asocia un porcentaje que es

relativo a este 100 % (Tablas 7 y 8 en el anexo).
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El anélisis de expresion mediante RT-qPCR se realizé sobre tres genes, dos de ellos
pertenecientes al grupo 1 (deshidrina Xero2 y Weor413) y uno perteneciente al grupo 3
(inhibidor de pectin metilesterasa, Pmei).

Los resultados obtepidos de las reacciones de RT-qPCR, muestran una buena
correlacion con lo obtenido de acuerdo a la abundancia de ESTs en cada estadio (Figura
8). En el caso del inhibidor de pectin metilesterasa (Pmei) es evidente que ambas
aproximaciones coinciden en mostrar una expresion que es mayor en el estadio El
comparado con los otros tres (Figura 8A). Ademds Ia prueba estadistica t-student (p
<0.05) usada para ¢comparar los niveles de expresién determinados por RT-qPCR, dice
que no hay diferencia significativa entre los estadios E2, E3 y E4. Weordl3 y Xero2
(Figura 8B y 8C, respectivamente) muestran un perfil de expresion en el cual existe una
diferencia que es estadisticamente significativa entre E3 y los demds estadios. Esto
significa que estos genes estdn respondiendo al tratamiento con fiio en el durazno y lo
hacen a través de una respuesta que es duradera en el tiempo (luego de 21 dias a bajas
temperaturas, los niveles de expresién siguen altos). Estos resultados coinciden con lo
observado para este par de genes en experimentos de microarreglos en Arabidopsis, en
los cuales se analiza el perfil de expresidn génica a diferentes periodos de tratamiento

con bajas temperaturas (Vogel y col 2005}.




100 ,
g0 -
o 8o A
. 70 -
g %0 Pmei
S 50
w407
o 30
20
10
0 T T T 1
E1 E2 E3 E4
100 -
a0 4
o 80 R B
. 70 |
o 80 Weordl3
2 50 4
= 40
'f-: 30 -
= 20
10
E1 E2 E4
100 -
90 -
o 80 C
g -
g5 60 Xero2
S 504
— 40
8 a0
RN 20
Il
o - ,
E1 E2 E3 E4
Estadio

Figura 8: Tres posibles genes blanco de PpCBF se expresan preferentemente luego de
tratamientos con frio. Se analizd la expresién de Pmei, Wcor413 y Xero2 mediante qPCR
(barras achuradas) y abundancia de ESTs (barras blancas). Para la reaccion de PCR, la
abundancia relativa de ¢cDNA para cada gen en los distintos estadios, fue normalizada por la
abundancia del ¢DNA de kanamicina. El méximo para cada gen corresponde al valor
normalizado mds alto entre las 12 muestras de cDNA (3 muestras para cada estadio). A éste se Ie
asigna un valor de 100%, mientras que a las otras 11 muestras se le asigna un porcentaje relativo
a ese 100%. Para generar las barras de abundancia de ESTs, el maximo se consideré aquel
estadio que contiene la mayor cantidad de ESTs que componen el contig. En A se muestra que
Pmei se expresa preferentemente en tratamientos cortos de fifo. En B y C se puede observar que
los genes analizados presentan un nivel de expresidn que es significativamente mayor en el
estadio E3 comparado con los otros estadios (t-student; P<0,05). N=3 para cada estadio
analizado. Las barras representan la desviacion estandar,
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El RT-gPCR resulté util no solo para ver las diferencias de expresién entre estadios de
los genes estudiados, si no que permitié validar los andlisis de expresion digital que

sobre estos genes se han realizado.

5.6.-Evalunacién de la actividad de PpCBF en frutos de durazno

La expresi6n de PpChf en Arabidopsis resulté en un aumento de la transcripcién de
genes que poseen motivos DRE/CRT en sus promotores, en plantas que no han sido
tratadas con frio. Este resultado es positivo, pero no es una evidencia de que PpCBF sea
funciona! sobre el promotor de los genes del posible regulén CBF identificado en
durazno. En el proyecto que se enmarca esta tesis, se han aislado promotores de genes
que presentan mayores niveles de expresion en los frutos que han pasado por una cadena
de frio (Frutos E3; Tittarelli y col, no publicado). Unc de los promotores aislados
pertenece a un posible ortélogo de la deshidrina Xero2 de Arabidopsis. Como ya se ha
mencionado anferiormente, este gen pertenece al regulon CBF en Arabidopsis y es
inducido por la expresién ectépica de PpChf en esta planta (Figura 6). La secuenciacién
del promotor obtenido desde durazno, permitié observar que posee tres motivos de tipo
DRE/CRT, lo que es un indicio de que este promotor es un posible blanco de PpCBF. La
fusién del promotor de durazno con el gen reportero uid4 (que codifica la enzima
Glucoronidasa, GUS), representan una herramienta 1til para llevar a cabo experimentos
de trans-activacion por parte de PpCBF. Esta trans-activacion fue evaluada por medio de
la observacion de actividad de GUS en frutos de durazno que fueron co-infiltrados con

los constructos indicados en la Figura 9A.
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Figura 9: PpCBF trans-activa al promotor del posible ortélogo de deshidrina Xero2 en
frutos de Prunus persica. A) Constructos utilizados para los ensayos de trans-activacion en
frutos de durazno. El promotor de la posible deshidrina Xero2 identificada en frutos de durazno
contiene 3 posibles motivos DRE/CRT. El constructo efector es el mismo sefialado en la Figura
5. B) La co-infiltracién de los constructos CaMV35S8=PpCBF y P-DX2=GUS en tres variedades
distintas de durazno muestra actividad de GUS luego de tres dias post infiltracion (dpi). No se
observa actividad de GUS en muestras que han sido infiltradas solo con el constructo reportero
luego de 3 dpi, de manera que la activacion del promotor es causada por la trans-activacion de
PpCBF. El promotor de DX2 responde también al frio, como se evidencia en las muestras
expuestas por 21 dias a 4 °C luego de la infiltracion del fruto. El control positivo corresponde a
un vector que contiene a GUS rio abajo del promotor CaMV35S, mientras que el control
negativo es un vector que no tiene el gen que codifica para GUS.
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Como se puede observar en la Figura 9B, aquellos frutos que fueron co-infiltrados con el
constructo reportero (P-DX2=GUS) y el constructo efector (CaMV355=PpCBF),
muestran actividad de GUS luego de tres dias de infiliracién sin tratamiento de frio.
Distinto es lo que se observa en este mismo periodo de tiempo, en frutos que han sido
infiltrados inicamente con el constructo reportero. Esto es una evidencia entonces de
que PpCBF estaria trans-activando el promotor de la deshidrina Xero2 aislado desde
durazno. Por ofra parte es posible observar gue aguellos frutos infiltrados sélo con el
constructo reportero y que han sido mantenidos durante 21 dias a 4 °C nmuestran
actividad GUS. La informacion obtenida con este resultado se complementa con lo

observado en el perfil de expresi6n del gen deshidrina Xero2 mediante RT-gPCR

(Figura 8C)
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6.-DISCUSION

6.1.- Andlisis de secuencia y expresién de PpCBF

En las secuencias de frutos de durazno que se han utilizado para realizar la blisqueda de
ortdlogos de DREB1/CBF y sus genes rio abajo, sélo se ha encontrado un unigen que
presenta una alta identidad con genes del tipo CBF. En otras especies en que se han
identificado ortélogos para este tipo de factores de transcripcion, existe una familia que
est4 compuesta por lo menos por tres miembros. En el caso del tomate y ¢l arroz, se han
encontrado familias de homélogos a DREB1/CBF de tres y cuatro miembros,
respectivamente (Dubouzet y col, 2003; Zhang y col, 2004). Sin embargo, en ¢l tomate
solo uno de los tres miembros identificados aumenta su expresion en respuesta al frio
{Zhang y col, 2004). En el caso del arroz dos de los cuatro ortdlogos responden a las
bajas temperaturas (Dubouzet y col, 2003). Estas evidencias sugieren que en Prunus
persica tal vez existan mé4s ortélogos para DREB1/CBF, los cuales no necesariamente se
expresan con el frio. Por otra parte, cabe destacar que los unigenes que se utilizaron para
buscar ortdlogos de DREB1/CBF, se han obtenido a partir de secuencias de RNA
extraido sélo de mesocarpo de frutos de durazno. No se descarta la posibilidad que en
otro tejido u érgano de Prunus persica se estén expresando ortologos para estos factores
de transcripcion. Para saber si existe una famila DREB1/CBF en Prunus persica se
podria llevar a cabo experimentos de southern blot con DNA genémico aislado de esta
especie.

En Ia secuencia aminoacidica predicha para PpCBF, observamos la presencia de tres

putativas sibanas p y un hélice a. Estas estructuras secundarias son propias de los
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dominios de unién a DNA tipo AP2 y conforman la estructura que permite la interaccién
delnfactor de transcripcién con el surco mayor del DNA (Allen y col, 1998). La
evidencia que apoya que PpCBF es ortélogo de genes del tipo DREB1/CBF es la
presencia de Ias secuencias ETRHP y DSAWRL, las cuales son propias de estos
factores de transcripcién y los diferencian de los ofros miembros de la familia AP2
(Jaglo y col, 2001).

Los CBF's son genes que en Arabidopsis y otras especies se expresan tempranamente en
tespuesta al frfo (alrededor de 15 min después de la exposicion al frio) (Gilmour y col,
1998; Jaglo y col, 2001; Dubouzet y col, 2003; Zhang y col, 2004), y sus transcritos
bajan répidamente llegando a niveles muy bajos pasadas 24 horas después del
tratamiento de bajas temperaturas. De acuerdo al perfil de expresién de PpChf obtenido
por RT-gPCR, este factor de transcripcion es claramente detectable incluso luego de 3
semanas de exposicién al frio. Un resultado como este no es comiin a todos los ortélogos
a DREB1/CBF que se han identificado hasta el momento, sin embargo, existen

evidenecias similares en experimentos realizados con Arabidopsis (Zarka y col, 2003).

6.2.- Funcionalidad de PpCBF en Arabidopsis thaliana

PpCBF mostré una alta identidad de secuencia en regiones que son altamente
conservadas entre los ortlogos a DREB1/CBF de Arabidopsis thaliana. Esto representa
una de las primeras evidencias que apoyan la funcionalidad de PpCBF sobre el promotor
de los genes del reguion CBF de Arabidopsis. Los experimentos de RT-PCR realizados
para analizar la expresién de genes del regulén CBF en plantas de Arabidopsis que

expresan ectépicamente PpChf;, dejan de manifiesto que el gen de durazno es capaz de
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activar la éxpresion de los cuatro genes analizados. El RNA se extrajo de plantas de
Arabidopsis que no fueron sometidas a las bajas temperaturas, por lo que el aumento en
Ja expresién de los genes del regulén CBF se debe a la activacion ejercida por PpCBF.
Los bajos niveles de expresién observados para Cor78, Galactinol] sintasa, Weor4i13 y
Xero2 en plantas silvestres de Arabidopsis (Figura 6), estd de acuerdo con lo obtenido
por ofros autores en plantas que no han sido expuestas al frio (Fowler y Thomashow,
2002; Gilmour y col, 2004; Maruyama y col, 2004; Vogel y col, 2005).

Un aspecto que se podria estudiar, es Ia capacidad de resistir al frio de plantas
transgénicas que expresen PpChf con respecto a plantas silvestres. Es de esperar que
aguellas plantas que expresen el ortélogo de DREB1/CBF sean més resistentes, dado
gue en experimentos similares utilizando ortélogos provenientes de arroz (Dubouzet y
col, 2003), tomate (Zhang y col, 2004) y cereza (Kitashiba y col, 2004) las plantas
transformadas presentan una mayor resistencia a las bajas temperaturas. Una
caracteristica comun en el fenotipo de las plantas transgénicas recién enunciadas, es el
retardo en la floracién con respecto a las plantas silvestres. En el caso de la plantas que
expresan PpChf, se observé que en una poblacién heterogénea de plantas hetero y
homocigotas existe un retardo de aproximadamente dos semanas en la aparicion de
6rganos florales con respecto a las plantas silvestres crecidas en las mismas condiciones.
Se ha observado que en plantas mutantes de Arabidopsis con fenotipo enano y retardo en
la floraci6n, existe una deficiencia en la sintesis de Giberelina. La principal caracteristica
de estas plantas mutantes es la sobrexpresion de un posible factor de transcripcion tipo
AP2 (Magome y col, 2004). Este mutante muestra una expresion aumentada de genes

~
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que son propios del regulén CBF, esto sugiere que la inhibicién en la sintesis de

Giberelina es una funcién comtin de los genes DREB1/CBF.

6.3.- Biisqueda de ortélogos del regulén CBF en unigenes provenientes de frutos de
durazno

Para realizar la buisqueda de ortélogos a genes del reguién CBF de Arabidopsis en las
secuencias de durazno, se utilizo la herramienta Blast. Esta ha sido usada con bastante
éxito por Wong y col (2005) con el objetivo de identificar ortélogos de Arabidopsis en
unigenes Thellungiella que cambian su expresion frente distintas condiciones de estrés
(incluido el fiio). Sélo se utilizaron las secuencias de ESTs de frutos de durazno
obtenidas dentro de nuestro proyecto, dado que otros proyectos internacionales que
aportan informacién de ESTs de frutos, no han enfocado sus estudios en cambios de
expresion causados por el tratamiento con bajas temperaturas.

De los posibles ortélogos del regulén CBF de Arabidopsis que se encontraron en las
secuencias que disponemos para frutos de durazno, en ambas especies 1a mayor cantidad
de genes estan agrupados dentro de las mismas categorias de funcién biol6gica, estas
son: Proteinas relacionadas con estrés, metabolismo, transporte y modificacion de pared
celular. Dentro de los 38 miembros del posible regulén CBF del fiuto de durazno, solo
10 presentan variacién en su expresion frente al tratamiento con frio segtin los andlisis
de expresion digital. Existe la posibilidad que algim otro posible ortdlogo identificado
responda cambiando su nivel de expresi6n frente a las bajas temperaturas, sin embargo,
al estar compuesto de pocos ESTs no es posible obtener un resultado estadisticamente

significativo. Ejemplo de esto son el contig717 (compuesto de 8 ESTs) y contig725
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(compuesto de 6 ESTs) que codifican para LEA14 y una proteina con dedo de zin,
respectivamente. Por otra parte, es posible que otros ortélogos presenten cambios de
"expresion en tiempos de exposicién a frfo que estdn fuera de las muestras disponibles en
el proyecto en que se desarrollo esta tesis.

En Arabidopsis se ha documentado que frente a las bajas temperaturas el ntimero de
genes que induce su expresién es bastante mayor con respecto a Ios genes que la
disminuyen (Vogel y col, 2005; Lee y col, 2005). Esto es valido tanto para genes que
pertenecen o no al regulén CBF. En durazno es posible observar el mismo tipo de
comportamiento en la expresién génica. Sin embargo, teniendo en consideracidn el
modelo experimental que se esté usandoe, es posible que se observen bajos niveles de
transcrito para un determinado gen en los estadios E1 y E3 y alto en los estadios E2 y
EA4. Esto no debe ser interpretado como una represion causada por el frio, ya que cabe la
posibilidad que se trate de genes que son inducidos durante la maduracién del fruto.
Dentro de este grupo de genes encontramos enzimas de degradacién de pared celular
tales como pectato liasas y protefnas de la familia de endo-poligalacturonasas cuya
participacién en procesos de maduracién ha sido descrita previamente (Marin-Rodriguez
y col, 2002; Brummell y col, 2004). Es por esta razon que se consideré como reprimidos
por frio, sélo a aquellos genes que disminuyen su expresion en E3 comparado con los
otros tres estadios (Tabla 5 en el anexo).

En base a su perfil de expresién digital, se identificaron 55 y 13 genes que aumentan y
disminuyen su expresién por frio, respectivamente. Dado que s6lo 10 de ellos
pertenecen a un posible regulén CBF en durazno, cabe esperar que en esta fruta existan

multiples vias que puedan modificar la expresién génica frente a las bajas temperaturas.
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Trabajos realizados en Arabidopsis muestran evidencias que apoyan esta idea (Fowler y
Thomashow, 2002; Vogel y cols, 2005). En los analisis realizados, no se observo la
existencia de genes que codifiquen para factores de tramscripcién que muestren una
expresién diferencial frente al frio. Sin embargo, como se frata de factores de
transcripeién, es posible que sus niveles de expresién no sean lo suficientemente
elevados como para otorgar el mimero de ESTs suficientes (al menos 5) que permitan

realizar analisis estadisticos sobre ellos.

6.4.- Confirmacién del perfil de expresién diferencial determinado digitalmente,
con RT-gPCR

Los resultados de RT-gPCR mostraron una buena correlacién con respecto a lo
observado por ¢} andlisis de expresion digital, lo que permite inferir que la expresién
diferencial determinada por este método digital es confiable, no solo para el grupo de 4
genes analizados, sino que también para el resto de los genes. Cabe destacar que en
Arabidopsis los genes Xero2 y Weor413 presentan los méximos niveles de expresion
aproximadamente a las 24 horas de exposicién al frio, luego este nivel baja pero no de
manera considerable. De acuerdo a lo observado en durazno, existe una clara expresion
preferencial para estos dos genes en el estadio E3, por lo que s¢ puede inferir que estos
genes presentan una expresion que se mantiene alta afin luego de 21 dias de exposicién a
bajas temperaturas. El disefio experimental utilizado para las muestras que se usaron en
esta tesis, no permite obtener la informacién de cuando ocurre el maximo de expresion
para estos unigenes. Para lograr este objetivo necesitarfamos muestras de durazno

tratadas en un curso temporal de frio y determinar cual es su cinética de expresion.
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Actualmente disponemos de muestras de durazno.de la variedad O’Henry que han sido
expuestasa 4 °Cpor 0,12, 24,48 y 72 h. Resultados preliminares entregan evidencias de
que Xero2 aumenta su expresién durante las primeras 24 horas y ademds se expresion en
precedida por la expresion de PpChf.

En plantas de Prunus persica de la variedad Canadian Harmony se ha determinado la
existencia de dos deshidrinas, una de las cuales responde a las bajas temperaturas
(Wisniewski y col, 2006). A esta deshidrina se le denominé PpDhnl ¥ de acuerdo a los
andlisis de su secuencia corresponde a un ort6logo de Xero2 (NCBI AY465376).
Considerando la alta identidad que existe entre esta deshidrina y la que hemos
identificado en frutos de durazno (98 % de identidad en un alineamiento de 1715 bases),
es muy probable que se trate del mismo gen. En la corteza de piantas de durazno se
observé altos niveles de expresion para PpDhnl luego de tres semanas de exposiciéna 5
°oC (Wisniewski y col, 2006). Este resultado coincide con los anslisis de expresién en
fratos de Prunus persica que se han reelizado en esta tesis.

En las reacciones de PCR en tiempo real, existen variados factores que pueden llevar a
la generacién de datos erréneos, que tienen como consecuencia una mala interpretacion
de lo obtenido (Bustin y Nolan, 2004), Alguno de los puntos sensibles son la calidadyla
cantidad del RNA utilizado para la reaccién de transcripcién reversa. En el experimento
realizado en este trabajo, se controlé ambos pardmetros por medio de un gel de agarosa
1.5 %. Se observé Ia buena calidad del RNA utilizado, ademds de la homogeneidad en
las cantidades de RNA de cada muestra utilizado para el RT-qPCR.

En los analisis de expresién con RT-qPCR, es comtin normalizar los datos con genes de

referencia tales como B-actina ¢ gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) los
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cuales son constitutivamente expresados (Hugget y col, 2005). Sin embargo, existe
evidencia de tratamientos que cambian los niveles de expresion de estos genes, de
manera que su uso como normalizadores no es adecuado en todos los casos. Ejemplo de
ello es la actina 2 que muestra una expresién que es dependiente de las altas
temperaturas en Arabidopsis (Volkov y col, 2003) y GAPDH que muestra variabilidad
frente a distintas condiciones en trabajos con células humanas (Bustin, 2000). En el caso
de las muestras de durazno utilizadas, no se encontré un gen que se comporie
homogéneamente en los 4 estadios analizados. Actina y tubulina fueron evaluados como
posibles genes de referencia, sin embargo, en ninguno de los dos casos se lograron
buenos resultados (estos experimentos no fueron mostrados en esta tesis). La falta de un
gen normalizador fue superada con los controles de calidad y cantidad de RNA
utilizado, junto con Ia amplificacin de kanamicina como contro] de la reaccion de PCR.
El mRNA de kanamicina corresponde a una molécula externa otorgada por los
fabricantes del kit de transcripcién reversa (Promega). En el caso de los experimentos
mostrados en esta tesis, se agregd cantidades iguales de mRNA de kanamicina (0.5 pg) 2

todos los tubos que se utilizaron para realizar la reaccién.

6.5.-Actividad de PpCBF en frutos de durazno

Los experimentos realizados sobre plantas de Arabidopsis que expresan ectOpicamente
PpChf; muestran que se induce Ia expresién del gen Xero2 propio de esta planta. La
activacién que se observé para el ortologo de este gen identificado en frutos de Prunus
persica, implica que en esta planta se encuentran los componentes necesarios para que

PpCBF pueda cumplir su funcion regulando la expresién génica. En Arabidopsis existen
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evidencias que indican que la familia DREB1/CBF, necesita la participacion de otras
protefnas para llevar a cabo su funci6n. Estudios realizados en levadura mostraron que
CBF1 de Arabidopsis interactuaba con un adaptador transcripcional (ADA2) y una
histona acetiltransferasa (GCNS5) propios de la levadura (Stockinger y col, 2001). Estas
dos protefnas son parte de un complejo de proteinas que contribuyen a la modificacién
de 1a cromatina y por ende participan de la regulacién transcripcional. Se encontraron
ort6logos para ADA2 y GCN5 en Arabidopsis, y se determiné que estas dos protefnas
interactian con CBF! (Stockinger y col, 2001). Posteriormente, Vlachonasios ¥ col
(2003) observaron que plantas de Arabidopsis mutantes en ort6logos de ADA2 y GCN5
muestran efectos draméticos en su crecimiento e interesantemente observaron una
disminucién en la expresién de genes del regulén CBF. Los niveles de expresion de
DREB1/CBF son iguales entre las plantas mutantes recién mencionadas y plantas
silvestres cuando son expuestas a fifo. Considerando esta situacién, se puede concluir
que los CBFs regulan la expresion génica, formando parte de un complejo proteico. En
la base de datos de unigenes de frutos de durazno hemos encontrado un posible ortélogo
para Ada2. El unigen corresponde a un singleton que de acuerdo a predicciones
bionformaticas presenta los mismos motivos que Ada2 de Arabidopsis (Datos no
mostrados). No hemos encontrado un posible ortologe para GcenS5, pero considerando Ia
funcionalidad de PpCBF en Prumus persica, es probable que este componente del
complejo se encuentre conservado en esta especie.

Se ha evaluado la actividad de PpCBF sobre uno de los posibies genes blanco
identificados. Este ensayo de trans-activacién que se ha implementado para frutos de

durazno, representa una herramienta bastante wtil para evaluar la actividad de PpCBF
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sobre el promotor de otros posibles genes blanco, asi como también para evaluar otros

factores de transcripci6én que resuiten de interés.

El gen PpChf que se ha encontrado en frutos de durazno, demosird ser funcional tanto en
“‘Arabidopsis thaliana como en Prunus persica. En el caso de Arabidopsis, los genes de
{a familia DREB1/CBF regulan la expresion de un nimero amplio de genes (131).
Teniendo en cuenta que el problema del dafio por fiio en frutos de durazno es generado
probablemente por més que un solo gen, se podrian generar plantas que presenten
modificaciones en la expresién de PpChf Desde el punto de vista biotecnolégico,
desarrollar estas lineas transgénicas serfa 6itil para evaluar el desarrollo de dafio por frio
en las frutas que se generen a partir de estas plantas. Si en alguna de las lineas generadas
se logra evitar el dafio por fiio, estariamos frente a una posible soluci6n al problema de
rechazo que aqueja a nuestra fruta en los mercados lejanos. Alternativamente, ¢l uso de
promotores que responden a PpCBF (como es el caso del promotor de Xerol),
representa una herramienta %itil para modular ja expresién de nuevos genes candidatos

que puedan solucionar el dafio por frio en los fruto de durazno.
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7.- CONCLUSIONES
- Se ha identificado un posible ortélogo para genes de Ia familia DREB1/CBF en Prunus
persica. Este unigen, al que se denominé PpChf, presenta una alta conservacion a nivel
aminoacidico en regiones que son importantes para la funcién de este tipo de factores de
trascripcion. La expresion de PpChf’ se observd en frutos de durazno recién salidos de
frio, siendo indetectabie en frutos tratados por 4 dfas a 20 °C.
-La expresion ectépica de PpChf en plantas de Arabidopsis, permitié observar una
induccion en la expresion de genes que pertenecen al regulén CBF de esta planta, sin
necesidad de exponer las plantas al frio. Esto indica que PpChf es funcional en un
sistema heterologo.
-Se identificaron 38 posibles genes ortélogos del regulén CBF de Arabidopsis en las
secuencias de frutos de durazno generadas en e} proyecto que se enmarcé esta tesis, De
estos 38 genes, 10 presentan un perfil de expresién digital que indica su expresion
preferencial frente al tratamiento con frfo.
-Se confirmé el perfil de expresién digital para 3 posibles genes ortélogos del regulén
CBF encontrados en durazno. Los genes ortélogos para Weor413 y Xero2, se expresan
preferentemente en frutos que han sido expuestos a periodos largos de frio. El gen
ort6logo para Pmei se expresa preferentemente en frutos salidos de empague.
-PpChbf puede trans-activar al promotor de la deshidrina Xero2 de durazno. El ensayo
realizado para llegar a este resultado, representa una herramienta Wtil para evaluar la
funcionalidad de factores de transcripcién sobre ¢l promotor de sus posibles genes

blanco.
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8.- PROYECCIONES
En esta tesis se ha encontrado un gen ortélogo para DREB1/CBF en Prunus persica. En
otras plantas se ha determinado !a existencia de una familia de factores de transcripcién
de este tipo. Para averiguar si es también el caso del durazno, se podrian desarrollar
experimentos de southern blot con DNA genémico de esta pianta.
Se encontrd una alta conservacién en motivos que resultan clave para la funcién de
PpCBF. El desarrollo de experimentos con geles de retardo, seria util para analizar la
especificidad PpCBF en el reconocimiento de motivos DRE/CRT como los encontrados
en el promotor de Xero2 de Prunus persica.
Se observé que en plantas de Arabidopsis que expresan ectépicamente PpChbf, hay un
aumento en !a expresion de genes del regulén CBF. La resistencia al frio de estas plantas
s un aspecto que atin esta por evaluar.
Se identifico algunos posibles oriélogos para genes del reguldén CBF en Prunus persica.
Nuevos ortlogos se podrian encontrar en muestras expuestas al frio en un curso
temporal. Estas mismas muestras serian ttiles para analizar la correlacién temporal en la
expresién de PpChf y sus posibles genes blanco. Por otra parte, se podria evaluar la
actividad de PpCBF sobre ¢l promotor de los posibles genes blanco por medio de
ensayos de trans-activacién como los mostrados en esta tesis.
La generacién de plantas transgénicas de Prunus persica que presenten modificaciones
en la expresién de PpChf, permitirian evaluar cambios en la expresién génica y los

efectos que este gen tiene en el desarrollo del dafio por fifo en los frutos de estas plantas.
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10.- ANEXOS
Unigenes que cambian su expresién en frutos de durazno expuestos al frio, de
acuerdo a anilisis de expresién digital
Los andlisis de expresion digital s¢ desarrollaron para todos los contigs generados a
partir del proyecto de Gen6mica Funcional en Nectarines. Es posible obtener grupos de
contigs baséndose en el perfil de expresién digital que estos presenten. Considerando
que los estadios E1 y E3 representan muestras que han sido expuestas al frio, se

generaron los grupos de expresién que se muestran en las tablas 3-6.

Tabla 3: Unigenes expresados preferentemente en EL. En la columna 2 se indica el locus del
posible ortélogo de Arabidopsis para el gen de durazno correspondiente. En esta columna se
agrega una notacién en la cual se indica si este gen de Arabidopsis frente al tratamiento con frio:
A= aumenta; D= disminuye 6 I= no varia. Ademis NC= no pertenece al regulén CBF; C=
Pertenece al regulén CBF. Las columnas 4-7 indican Ia abundancia de ESTs ea cada estadio para
el gen de durazno correspondiente. La columna 8 indica el perfil de expresion obtenido por el
método de Audic y Claverie (1997) usando la abundancia de ESTs. El: Frutos salidos de
empaque (tratados a 4 ° C durante el trasporte); E2: Frutos maduros y jugosos (empaque *+ 4 dias
a 20 °C); E3: Frutos salidos de frio (empaque + 21 dias a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos
(Frutos de E3 expuestos 4 dias a 20 °C)

Unigen Ortélogoen  Descripeién El E2 E3 E4 Perfilde

Arabidopsis expresitn
digital

Contig3683 AT4G24780  Pectato Hasa 137 65 9 91 EI>E2;E4~E3
D/NC

Contigld37  ATAG38580  Proteina de transporte de metales 88 13 17 9 EI>E2ZE3E4
A/C pesados

Contigl609  AT3G14440  9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa 45 13 6 15 EI>E2;E3E4
A/NC

Contip229 AT5G59845  Proteina regulada por giberalina 5 11 14 9 EDPELERE4L
D/NC

Contig2311 ATAG02380  Proteina de la familia LEA3 64 6 35 3 EI>E3-E2E4
ANC

Contig266 AT2G26110  No anotacién (idénticoa cDNAclone 12 ¢ 0 0 EI>EZE3E4
INC PP_LEa016A19)

Contig287 no encontrado  Protelna inducida por estrés abscisico 488 161 221 41 EI>EZE3>E4

(relacionada con maduracién)

Contig3598  ATSG62356  Proteina de la familia de inhibidores 202 85 62 68 EI>E2;E3E4
A/C de pectin metilesterasa

Contig365 AT4G27450  Proteina desconocida (idénticn a 47 2 0 7  EI>EZE3E4
DINC ¢DNA clone PP_LE=0003H16f)

Contig395 AT5G23950  Similaral genreguledoporfiio SRCZ 23 5 7 4  EI>EZE3E4
I/NC {Glycine max)

Contigd51 AT5G59845  Proteina regulada por giberalina 25 7 2 2  EI>E2;E3E4
D/NC
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Contigs5
Contig59
Contig639
Contig671l
Contig795
Contig9

AT2G21660
A/C
AT5G62360
AlC
AT1GB1620
D/NC
AT1G56600
A/NC
AT3G02885
D/NC
AT5G59845
D/NC

Protefna de unién a RNA ricaen
glicina

Proteina de 1z familia de inhibidores

de pectin metilesterasa

Proteina intrinsica de membrana
(acuzporina)

Galactinol sintasa

Proteina regulada por giberalina

Proteina regulada por giberalina

17

29

19
27

17
23

33

20

12

30

14
18

E1>EZE3;E4
EI>E3>E2ZE4
EiI>E2E3E4
E1>E2;E3;E4
EI>E3<E2E4
EI-E2;E3E4

Tabla 4: Unigenes expresados preferentemente en E3. En Ia columna 2 se indica el locus del
posible ortélogo de Arabidopsis para el gen de durazno correspondiente. En esta columsaa se
agrega una notacién en la cual se indica si este gen de Arabidopsis frente al tratamiento con frio:
A= aumenta; D= disminuye 6 J= no varia. Ademds NC= no pertenece al regulén CBF; C=
Pertenece al regulén CBF. Las columnas 4-7 indican la abundancia de ESTs en cada estadio para
el gen de durazno correspondiente. La columna 8 indica el perfil de expresién obtenido por el
método de Audic y Claverie (1997) usando la abundancia de ESTs. E1: Frutos salidos de
empagque (tratados a 4 ° C durante el trasporte); E2: Frutos maduros y jugosos (empaque + 4 dias
a 20 °C); E3: Frutos salidos de frio (empaque + 21 dias a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos
(Frutos de E3 expuestos 4 dias a 20 °C)

Unigen

Contig1027

Contigl240
Contigl258

Contigl479
Contigl660
Contigl 708
Contig2089
Contip2091

Contig2099
Contig2112
Contig2131
Contig2139
Contig2265
Contig228

Contig2317

Ortélogo en
Arabidopsis

AT3G09440
AMNC
no encontrado

AT3G03520
DINC
AT5G06320

AT1G16850
AIC
AT1G62790
IINC

AT3G02720
AINC
AT1G07750
ANC
AT3G12500
D/NC

no enconiredo
no encontrado
AT3G02720
D/NC
AT1G20030
A/NC

Descripeidn

Proteina de shock térmico (HSP70)

idéntica a cDNA clone S316H4

Protelna de e familia de fosfoesterasa

Familia de proteinas inductoras de

horquilla
Inhibidor de proteinasas

Taumatina (velacionada con
patogénesis)

Proteina abundante en embriogénesis

tardia (LEA)

Protelna de Ia familia de inhibidor de

proteasa/almacenamiento de
semilla/transferencia de Hpidos
Proteina de la familia DI1
(relacionada con proteasa)
Proteina de almacenamiento de
semilla (Cupina)
Endoquitinasa bésica

identica s ¢cDNA clon 5315G13
Protefna tipo metalotioneina
Proteina de 1a familia DJ1
(relacionada con proteasa)
Taumatina (refacionada con
patogénesis)

E}

ﬁt@@ o o [~}

(=]

E2 E3 E4
18 47 7
4 62 8
2 19 0
13 9 §
8 51 13
2 30 9
4 20 0
0 8 0
1 13 ¢
1 i1 1
4 65 2
¢ i2 0
2 21 7
3 112 4
2 67 4

Perfil de

expresién
digital
E3>E2;E3;E4

E3>E2;E3;E4
E3>E2;E3E4

E3>EZ;E3;E4
E3>E2;E3;E4
E3>E2;E3;E4
E3>EZE3E4

E3>E2;E3E4

E3>E2;E3;E4
E3E2;E3;E4
E3>E2E3;E4
E3>E2E3;E4
E3>E1>E2;E4
E3>E1>E2;E4

E3>E2:E3:E4
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Contig2397
Contig2436

Contig2473
Contig2528

Contig254

Contip2554
Contig2669
Contig2715

Contig2831
Contig2957

Contig2988
Contig30
Contig304
Contig379
Contig?1i0
Contig2147
Contig2177
Contig2308

AT5G15950
A/NC
AT1G63120
D/NC

no encontrade
AT3G04720
D/NC
AT3G50970

ATAG35630
D/NC
AT5G28540
INC
no encontrado
AT1G02640
D/NC
AT5G06870
D/NC
AT2G15970
A/C
ATIG20440
AC
AT3G02720
DINC
AT5G24090
NC
AT1G20030
A/NC
ATIG20030
AMNC
AT3G12580
D/NC

S-adenosilmetionina descarboxilasa
Proteina de la familia tipo romboide

Alérgeno
Proteina relacionada con patogénesis

Deshidrina Xero2

Putativa antocianidin-3-glucdsido
ramnosiltransferasa
Fosfoserina aminotransferasa

Proteina de shock térmico (HSP70)

Proteina bésica rica en prolina
Proteina de fa familia de Glicosil
hidrolasas

Proteina de inhibicién de
poligalacturonasa

Proteina de aclimatacion a frio similar
a WCOR413 (WCOR413-PM1)
Deshidrina COR47

Proteina de la familia DJ1
(relacionada con proteasa)
Endoquitinasa dcida

Taumatina {Relacionada con
patogénesis)

Taumatina (Relacionada con
patogénesis)

Putativa proteina de shock térmico
(HSP70}

£

WD -]

O

&

15
67
20

-~ I~ B ]

[~~~ ~1 o0 N (=4 [ I —] W

<

25

27
17

30
22

71
17
61
41

20

37
57
189
50

126

I3

L N o

12
10

E3>E2;E3:F4
E3>E2;E3;E4

E3~ELE3E4
E3-EZ;E3;E4

E3>E1>EZE4
E3>E2;E3;E4
E3>E2;E3;E4
E3>E2;E3;FA

E3>E2;E3:E4
E3>E2;E3;E4

E3>EZE3E4
E3>E2;E3;E4
E3>EI~E2F4
E3>E1>E2;E4
E3-E4>ELE2
E3>E2E3E4
E3>E3E3E4

E3>E2;E3;E4

Tabla 5: Unigenes que disminuyen su expresién en E3. En Ja columna 2 se indica el locus del
posible ortélogo de Arabidopsis para ¢l gen de durazno comrespondiente. En esta columna se
agrega una notacién en la cual se indica si este gen de Arabidopsis frente al tratamiento con frio:
A= aumenta; D= disminuye 6 I= no varia. Ademéis NC= po pertenece al regulon CBF; C=
Pertenece al regulén CBF. Las columnas 4~7 indican la abundancia de ESTs en cada estadio para
el gen de durazno correspondiente. La columna 8 indica ¢l perfil de expresién obtenido por el
método de Audic y Claverie (1997) usando la abundancia de ESTs. El: Frutos salidos de
empaque (tratados a 4 ° C durante ef trasporte); E2: Frutos maduros y jugosos (empaque + 4 dias
a 20 °C); E3: Frutos salidos de frfo (empaque + 21 dias a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos
{Frutos de E3 expuestos 4 dias a 20 °C)

Unigen Ortélogo en Descripeitn Ei E2 E3 E4 Perfil de
Arabidopsis expresidn
digital
Contig1200  ATI1G69530 Expansina 1 (EXP1) 62 64 0 62 E<ELE2E4
D/iC
Contigl28 AT3G04730 Proteina inducida por auxina 28 W 7 44 E3<ELE2LFE4
D/NC
Contigl4 AT1G09310 Proteina de funcién desconocida 15 47 2 36 E3<EI<EZE4
INC
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Contigl945

Contig2158

Contig2208

Contig257
Contig3384

Contig3478
Contig3683
Contigdt8
Contig795

Contig930

AT4G25250
DINC
AT2G45180
I'NC

AT2G16600
INC

1o encontrado
AT4G08685
INC

no encomirado

ATAG24780
D/NC
AT3G08030
NG
ATIG74670
D/NC

no encontrado

Proteina de la familia de
inhibidores de pectinmetilesterasa
Proteina de Ia familia de inhibidor
de proteasa/almacenamiento de
semilla/transferencia de lpidos
Peptidil-propil isomerasa

Alérgeno
Alérgeno

idéntica & cDNA clon
PP_LEa0001A20f

Pectato liasa

Protefna de funcidn desconocida
Protefna regulada por giberelina

Idéntica a AC154901.1 Prunus
persica (durazno) BAC 82118

56
108

21

72
20

I

137

58

410

7

29

135

177

65

19
634

26
38

169

72
109

42
157

316
91
28
14

357

E3<E1;E2E4

E3<E2<EL:E4
E3<ELE2E4

E3<EI<E2;E4
E3<ELE2E4

E3<E1<E2<E4
E3< E2Z;E4<El
E3<E1:E2;E4
E3<E2;E4<El
E3<ELEA<E2

Tabla 6: Unigenes expresados preferentemente E1 y E3 con respecto a2 E2 y E4. En Ia
columna 2 se indica el locus del posible ortélogo de Arabidopsis para el gen de durazno
correspondiente. En esta columna se agrega una notacion en la cual se indica si este gen de
Arabidopsis frente al tratamiento con frio: A= aumenta; D= disminuye 6 I= no varia. Ademds
NC= no pertenece af regulén CBF; C= Pertenece al regulén CBF. Las columnas 4-7 indican la
abundancia de ESTs en cada estadio para el gen de durazno correspondiente. La columna 8
indica el perfil de expresion obtenido por el método de Audic y Claverie (1997) usando Ia
abundancia de ESTs. El: Frutos salidos de empaque (tratados a 4 ° C durante el trasporte); E2:
Frutos maduros y jugosos {empaque + 4 dias a 20 °C); E3: Frutos salidos de frio (empaque + 21
dias a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos (Frutos de E3 expuestos 4 dias a 20 °C)

Unigen Ortélogo et Descripeién El EX2 E3 E4 Perfil de
Arabidopsis expresidn
digital
Contigd AT3G02720 Protefna de Ja familia D¥1 26 4 32 0 ELE3<EXLE4
DINC {relacionada con protensa)
Contig435 AT3G61260 Proteina de unién a DNA 20 5 19 4 ELE3<ELE4
INC oring)
Contip2956 AT3G02720 Proteina de la familia D31 14 0 22 0 ELE3<EZE4
D/NC {relacionada con proteasa)
Contig9Z AT3IGI8830 Protefna transpottadora de azicar 9 ¢ 9 ] EL:E3<E2:E4
AINC
Contig2980  AT5G58070 Lipocalina inductda por 2% 4 17 2 ELE3<EXE4
A/NC temperatura
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Cuantificacion por RT-qPCR

Como ejemplo se muestra el procedimiento seguido para el gen Weor413. Lo primero
fue normalizar los resuitados para la muestra. Para ello se obtuvo un promedio de las
replicas técnicas del gen en cuestion, el cual se dividié por el promedio obtenido para la
amplificaci6n del control externo del PCR (kanamicina). De los valores normalizados se
identificé cual es el mayor y a este se le asigné un valor de 100%. Para los demds
valores normalizados se determiné un porcentaje que es relativo al 100% ya
mencionado. Los valores obtenidos al aplicar este procedimiento a los resultados del gen

Weor413 se pueden observar en la Tabla 7:

Tabla 7: Resultados de RT-gPCR para Weord13. Los experimentos se realizaron en triplicado
biolégico (muestras A, B y C). La cifra en destacada en negrita en la cuarta columna, representa
el valor més alto de la relacién Weor413/kan. Este valor se consideré como 100% y se us6 como
base para el célculo de los ofros porcentajes.

Muestra Promedio réplica § Promedio réplica § Razén % del miximo
técnica Weord13 | téenica de Weordi3/kan
("EL kanamicina

El1A 0,945 0,0019 491,420 19,159
E2A 0,12 0,0020 60,837 2,372
E3A 3,645 0,0020 1779,785 69,387
E4A 0,22 0,0023 96,280 3,754
£1B 1,785 10,0019 950,479 37,056
E2B 0,22 0,0024 | 92945 3,624
E3B 4,39 40,0017 2565,001 100

E4B 0,36 0,0019 189,673 7.395
E1C 1,133 0,0016 712,309 27,770
E2C 0,259 0,0019 139,918 5,455
E3C 3,799 0,0018 2139,805 83,423
E4C 0,351 0,0017 209,451 8,166

Una vez obtenido los porcentajes relativos a la muestra que presenta mayor expresion, se

procedi6 a promediar los valores obtenidos para cada muestra bioldgica (Tabla 8). Este
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valor promedio de los porcentajes ¢s el que se graficd y se presenta como resultado del
qPCR. La barra de error que se observa en el grafico generado corresponde a la

desviacién estandar que se indica en la Tabla 8.

Tabla 8: Obtencién de los valores a graficar para resultado de gPCR de Wcor413., Los
valores provienen de la columna “% del méximo” de la tabla 7.

Estadio Muestra A Muestra B Muestra C Promedio Desviacién
esténdar
El 19,159 37,056 21,770 27,995 5,168
E2 2,372 3,624 5,455 3,817 0,895
E3 69,387 100 83,423 84,270 8,847
E4 3,754 7,395 8,166 6,438 1,361

Chequeo de RNA usado para RT-qPCR

La integridad del RNA utilizado para los ensayos de RT-qPCR, se evalué corriendo un
gel de agarosa 1.5%. Como se puede observar en la figura 10, hay una clara definicién
de las bandas de RNA ribosomal 28S y 188S. Esto da cuenta de }a buena calidad del RNA
utifizado. Por otra parte, la comparacién de la intensidad de las bandas entre las 4
muestras cargadas, permite determinar que se usd cantidades similares de RNA total en

la reacciones de transcripcién reversa.

El  E2 E3 E4

Figura 10: Analisis cualitativo de RNA usado para RT-qPCR. En cada carril se cargo 2.5 pg
de RNA proveniente del estadio indicado, Las intensidad de las bandas es similar entre cada una
de las muestras, de manera que esto asegura que las cantidades de templado para cada reaccion
de transcripcién reversa fueron similares. Por otra parte es posible observar que la banda de 285
representa aproximadamente el doble en intensidad con respecto a 188, lo que es indicador de {a
buena integridad del RNA utilizado. Este gel es representativo de las 12 muestras que fueron
usadas para I transcripcion reversa.




